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1 Einleitung und Problemstellung 
Infolge der intensiven Nutzung von Petroleumprodukten und dem damit verbundenen anthro-
pogenen Eintrag in die Umwelt gehören Mineralölkohlenwasserstoffe zu den verbreitetsten 
Umweltschadstoffen. Die geringe Bioverfügbarkeit dieser lipophilen Substanzen ist häufig 
Ursache ihrer Persistenz und limitiert entscheidend den Erfolg sowie die Geschwindigkeit 
mikrobieller Bodensanierungen /1/. Zahlreiche terrestrische und aquatische Mikroorganismen 
sind zum Abbau wasserunlöslicher Kohlenwasserstoffe befähigt. Der hydrophobe Charakter 
der Kohlenwasserstoffe zwang die Mikroorganismen zur Entwicklung spezifischer Strategien 
der Substrataufnahme. Zu den wichtigsten adaptiven Strategien gehört dabei die Produktion 
von Biotensiden /2/. Der Einsatz von Biotensiden zur Mobilisierung wasserunlöslicher Ver-
bindungen im Rahmen umwelttechnologischer Anwendungen (Erdölförderung, Ölschadens-
bekämpfung, mikrobielle Sanierung kohlenwasserstoff- und schwermetallkontaminierter Ha-
bitate) hat sich in Laborversuchen und in Pilotstudien eindrucksvoll bewährt /3, 4, 5, 6/. 
Die geringe Toxizität und schnelle biologische Abbaubarkeit /7/ der Biotenside bewirken eine 
gute ökologische Verträglichkeit und favorisieren ihre Verwendung anstelle synthetischer 
Produkte nicht nur in Hinblick auf Bodensanierungen sondern potentiell auch allgemein bei 
technischen Anwendungen von Tensiden /8, 9/. Die zunehmende Nachfrage nach umwelt-
verträglichen Chemikalien steigert die Attraktivität der Biotenside für den Einsatz in indus-
triellen Anwendungen. Obwohl zahlreiche Biotenside und ihre Herstellung patentiert wurden 
/10, 11, 12/, beschränkt sich der kommerzielle Einsatz bislang auf einige wenige Vertreter wie 
nicht-ionische Sophorolipide aus Candida Bombicola /13/ oder Rhamnolipide /14/. Diese aus 
ökologischer Sicht unbefriedigende Situation beruht in erster Linie auf den deutlich höheren 
Produktionskosten von Biotensiden gegenüber den synthetischen Produkten der Petrochemie, 
welche durch aufwendige Isolations- und Aufreinigungsverfahren bedingt sind /9/. 
Um Ansatzpunkte für die Optimierung der mikrobiellen Biotensidproduktion und damit die 
Grundlage einer kostengünstigeren Herstellung dieser vielseitig einsetzbaren Substanzen zu 
schaffen, ist ein tiefgreifendes Verständnis der Vorgänge bei der Biotensidsynthese erforder-
lich. Die Untersuchung des mikrobiellen Alkanabbaus und der Biotensidsynthese sind daher 
umwelttechnologisch von besonderem Interesse. 
Diese Aufgabenstellung erfordert wiederum geeignete Methoden zum Monitoring des mikro-
biellen Wachstumsprozesses. Die Untersuchung des mikrobiellen Wachstums auf n-Alkanen 
stellt an diese Monitoringsysteme besondere Anforderungen. Infolge des hydrophoben Cha-
rakters langkettiger Kohlenwasserstoffe kommt es zur Ausbildung inhomogener Kulturbrühen 
 1 Einleitung und Problemstellung  2 
und mit fortschreitendem Kulturwachstum zum Auftreten von Zellaggregaten sowie zur An-
heftung der Zellaggregate an Oberflächen /15/. Durch diese Inhomogenitäten sind klassische 
mikrobiologische Methoden wie die photometrische Messung (OD-Messung) oder Methoden, 
die eine definierte Beprobung des Systems erfordern (Trockenmassebestimmung, Zellzahlbe-
stimmung), nicht mehr zur Untersuchung des mikrobiellen Wachstumsprozesses einsetzbar. 
Die Untersuchung stofflicher Systeme mit den oben genannten Eigenschaften bedarf daher 
unspezifischer Analysenmethoden, welche im günstigsten Fall keine Probennahme erfordern. 
Einen geeigneten Lösungsansatz bietet die Verwendung kalorimetrischer Methoden, welche 
den Erfordernissen der Aufgabenstellung in besonderem Maße Rechnung tragen. 
Lebende Organismen stehen, als offene Systeme, in ständigem Austausch von Stoffen, Ener-
gie und Informationen mit ihrer Umgebung. Die dabei ablaufenden Prozesse basieren auf 
chemischen Reaktionen, welche wiederum untrennbar mit dem Auftreten von Wärmeeffekten 
verbunden sind. Diese Wärmeeffekte besitzen eine stärkere Abhängigkeit von der Art des 
ablaufenden Stoffwechselprozesses und der energieliefernden Reaktion als beispielsweise die 
Biomassebildung oder der Sauerstoffverbrauch. Die Aufzeichnung der ausgetauschten Wärme 
mittels kalorimetrischer Messungen bietet daher eine wirkungsvolle und empfindliche Me-
thodik zur Charakterisierung des physiologischen Zustandes und der Entwicklung von Zell-
kulturen. 
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2 Wissensstand 
2.1 Schadstoffabbaupotential und Einordnung des Modellorganismus  
 Rhodococcus opacus 1CP 
Kohlenwasserstoffe besitzen eine starke Verbreitung in der Natur. Im Laufe der Evolution 
entwickelten zahlreiche Mikroorganismen geeignete Abbauwege für diese Verbindungen. Der 
Abbau durch indigene mikrobielle Populationen bildet den primären Prozess zur Beseitigung 
kohlenwasserstoffhaltiger Schadstoffe aus der Umwelt /8/. Mikroorganismen, welche zum 
Abbau von Kohlenwasserstoffen befähigt sind, leisten einen unschätzbaren Dienst bei der 
Beseitigung von Ölschäden an marinen und terrestrischen Standorten. Die Fähigkeit zum Ab-
bau von Alkanen ist unter Gram-positiven Bakterien, insbesondere unter Angehörigen der 
Gattung Rhodococcus, weit verbreitet /16, 17/. Unter den alkanotrophen Mikroorganismen 
weist die Bakteriengattung Rhodococcus eine außerordentliche metabolische Vielseitigkeit 
auf /18, 19/. Sie beinhaltet zahlreiche Spezies mit der Fähigkeit zum Abbau unterschiedlichs-
ter organischer Verbindungen. 
Rhodococcen zählen zu den nocardioformen Actinomyceten. Die Bezeichnung „nocardio-
form“ beschreibt dabei die morphologischen Merkmale der Gattung und bezieht sich auf my-
celartiges Wachstum unter Abspaltung stäbchen- oder kokkenförmiger Elemente. Der Stoff-
wechsel der Rhodococcen verläuft aerob. Die Bakterienzellen sind unbeweglich und enthalten 
Mycolsäuren in der Zellwand /20, 21/. Dementsprechend gehört Rhodococcus zum Taxon 
Mycolata und wird, gemeinsam mit den übrigen mycolsäurehaltigen Gattungen, in die 
„CMN-Gruppe“ eingeordnet, welche zunächst nur die namensgebenden Gattungen Coryne-
bacterium, Mycobacterium und Nocardia beinhaltete. 
Infolge ihres breiten Spektrums an Abbaugenen, ihrer Genredundanz und ihrer robusten Zell-
physiologie sind Rhodococcen zum Abbau selbst schwer verwertbarer und toxischer Substan-
zen befähigt. Dies beinhaltet kurz- und langkettige Alkane, halogenierte oder nitrierte sowie 
hetero- und polycyclische Aromaten /18/. Für das Bodenbakterium Rhodococcus opacus 1CP 
sind unter anderem Abbauwege für chloraromatische Verbindungen (Mono-, Di- und Tri-
chlorphenole) beschrieben /22, 23, 24, 25/. Die ursprüngliche Isolation des Wildtyp-Stammes 
1CP erfolgte auf 2,4-Chlorphenol als Kohlenstoffquelle. Aufgrund seiner phenotypischen 
Eigenschaften wurde 1CP zunächst der Spezies Rhodococcus erythropolis zugeordnet /22/. 
Entsprechend den Ergebnissen von 16S rDNA- und Fettsäureanalysen wurde der Stamm 1CP 
als Angehöriger der Spezies Rhodococcus opacus reklassifiziert /26/. 
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Neben dem Abbau von 2,4-Chlorphenol ist Rhodococcus opacus 1CP zur Nutzung von Ben-
zoat, 4-Hydroxybenzoat und 4-Chlorphenol befähigt /22/. Die zum Abbau dieser Substanzen 
benötigten Informationen sind dabei auf einem großen linearen Megaplasmid (p1CP) lokali-
siert /27/. 
Entsprechend den Untersuchungen der Arbeitsgruppe Umweltmikrobiologie an der TU Berg-
akademie Freiberg ist das Bakterium Rhodococcus opacus 1CP zur Nutzung langkettiger Al-
kane (C10 – C16) als alleinige Energie- und Kohlenstoffquelle befähigt /28, 2/. Dieses Bak-
terium erweist sich damit als geeigneter Modellorganismus zur Untersuchung des mikrobiel-
len Alkanabbaus. 
 
2.2 Mikrobielle Strategien zur Erhöhung der Bioverfügbarkeit wasserunlöslicher 
 Kohlenstoffquellen 
Aus dem hydrophoben Charakter der Kohlenwasserstoffe resultiert eine schlechte Zugäng-
lichkeit dieser Substanzen für die überwiegend mit hydrophilen Oberflächen ausgestatteten 
Mikroorganismen. Diese geringe Bioverfügbarkeit erschwert den mikrobiellen Abbau und 
begründet die hohe Persistenz hydrophober Schadstoffe. Die zum Abbau von Kohlenwasser-
stoffen befähigten Mikroorganismen entwickelten daher Strategien zur Erhöhung der Biover-
fügbarkeit. Im Wesentlichen besteht die physiologische Reaktion von alkanotrophen Bak-
terien auf die Anwesenheit von n-Alkanen als einzige Kohlenstoffquelle in der Produktion 
von Biotensiden /29/. 
Die Fähigkeit zur Tensidsynthese wird als Voraussetzung für die Aufnahme und metabolische 
Nutzung von Alkanen angesehen. Die Mechanismen der Alkanaufnahme sind derzeit jedoch 
noch nicht bis ins Detail geklärt /30/. Die mikrobielle Alkanaufnahme unter Mitwirkung von 
Biotensiden wird in der Literatur als komplexer und dynamischer Mechanismus beschrieben. 
Für den Transport des Alkans über die Zellwand hinweg bis in das Zytoplasma steht bislang 
noch kein geschlossenes Modell zur Verfügung /30/. Zum Abbau flüssiger Alkane mittlerer 
Kettenlänge erscheinen folgende Mechanismen relevant /9, 29/: 
  1. Direkter Kontakt der Mikroorganismen zu großen Öltröpfchen unter 
      geringer bzw. ohne Emulgierung; 
  2. Kontakt der Mikroorganismen zu feinen Öltröpfchen, welche durch  
      emulgierend wirkende Substanzen in Pseudolösung gebracht wurden. 
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Die Mechanismen unterscheiden sich dabei in der Art der Biotensid-Freisetzung. Im ersten 
Fall verbleibt das Biotensid an der Zelloberfläche. Die Zelloberfläche wird somit hydrophobi-
siert und die Anheftung der Zellen an die Alkantröpfchen sowie der anschließende Transport 
des Alkans ins Zellinnere ermöglicht. Weiterhin wird durch die an der Zelloberfläche anhaf-
tenden Biotensidmoleküle die Benetzung der Zellen durch die wässrige Phase behindert. Der 
Kontakt zum Alkan an der Phasengrenze Wasser-Kohlenwasserstoff wird verstärkt und damit 
die Alkanaufnahme durch die Zelle erhöht /31/. 
Der zweite Mechanismus erfordert das überwiegende Vorhandensein des Biotensids im um-
gebenden Kulturmedium. Dies führt zur Emulgierung und Pseudosolubilisierung des Alkans 
und damit zu einer starken Vergrößerung der Kontaktfläche zwischen Alkan und Mikroorga-
nismen. Grundsätzlich ist die Wirkung beider Mechanismen zu beobachten. In Abhängigkeit 
der durch die Struktur des Biotensids bedingten Eigenschaften dominiert jedoch in der Regel 
einer der Mechanismen. 
Das Zusammenwirken dieser Mechanismen erlaubt den Mikroorganismen eine spezifische 
Anpassung an die Umgebungsbedingungen. Diese Fähigkeit mikrobieller Systeme kann im 
umwelttechnologischen Bereich zur Beseitigung hydrophober Schadstoffe oder zur gezielten 
Produktion von Biotensiden eingesetzt werden. Die Evaluierung von Mikroorganismenspe-
zies bezüglich ihrer Eignung für diese Anwendungen erfordert dabei immer mehr die Berück-
sichtigung ihrer eigentlichen Abbaustrategie. In diesem Zusammenhang ist insbesondere die 
Kinetik des Abbaus langkettiger Alkane nur teilweise verstanden /32/. 
 
2.3 Biotenside 
2.3.1 Allgemeine Bemerkungen 
Biotenside sind amphiphile Substanzen, welche von biologischen Systemen gebildet werden. 
Ihre Moleküle besitzen den für alle Tenside charakteristischen Aufbau aus hydrophilen (pola-
ren) und hydrophoben (unpolaren) Gruppen. Eine Vielzahl von Mikroorganismen ist zur Bil-
dung von Biotensiden befähigt. Die Biotensidmoleküle verfügen über eine hohe strukturelle 
Diversität. Als hydrophile Gruppen treten Mono-, Di-, Oligo- oder Polysaccharide, Amino-
säuren bzw. Peptide sowie Carboxylat- oder Phosphatgruppen auf. Die hydrophoben Gruppen 
bestehen in der Regel aus gesättigten, ungesättigten, verzweigten oder hydroxylierten Fettsäu-
ren bzw. aus Fettalkoholen /33/. 
 
 2 Wissensstand  6 
Entsprechend der Struktur ihrer hydrophilen Gruppen erfolgt die Einteilung der Biotenside in 
vier Hauptkategorien /34/: 
  1. Glycolipid-Typ (Rhamnolipide, Trehaloselipide, Sophoroselipide), 
  2. Fettsäure-Typ (Phospholipide, Mono- und Diglyceride, Fettsäuren), 
  3. Lipopeptid-Typ (Lipoaminosäuren, Lipopeptide) und 
  4. Polymer-Typ (Lipoproteine, Lipopolysaccharide). 
Neben ihrer Funktion als ober- und grenzflächenaktive Verbindungen erfüllen Biotenside 
zahlreiche weitere Aufgaben für die produzierenden Organismen. Diese reichen von der Er-
höhung der Bioverfügbarkeit hydrophober Substrate bis hin zur Funktion als Reserve- bzw. 
Speicherstoffe /35/. 
 
2.3.2 Biotenside der Gattung Rhodococcus 
Das Wachstum von Rhodococcen auf wasserunlöslichen Kohlenstoffquellen wie Alkanen ist 
häufig mit der Bildung von Biotensiden verbunden /36, 17, 9/. Die überwiegende Zahl der 
von Vertretern der Gattung Rhodococcus gebildeten Biotenside zählen zur Klasse der Glyco-
lipide /37/. Diese stellen wiederum die wichtigste Gruppe unter den Biotensiden dar /38, 15, 
39, 40, 41/. Die Glycolipide besitzen eine hohe Ober- und Grenzflächenaktivität, hohe pH- 
und Temperaturstabilität sowie geringe Toxizität und eine gute biologische Abbaubarkeit 
/42/. 
Im Rahmen unterirdischer Ölschlammaufarbeitungen erfolgten erste Glycolipidnachweise. 
Das aus Kulturüberständen von Rhodococcus erythropolis Stamm DSM 43215 isolierte Gly-
colipid wurde dabei als Trehalose-6,6‘-dicorynomycolat identifiziert /15/ [Abbildung 2.1 
(A)]. 
Durch Analyse von Extrakten entsprechender Kulturüberstände gelang Kretschmer und Mit-
arbeitern die Identifikation einer Reihe potentieller Biotensidvorstufen, darunter einem Treha-
lose-6-monocorynomycolat /40/. Die Kultivierung verschiedener Rhodococcus erythropolis 
Stämme unter stickstofflimitierenden Wachstumsbedingungen ermöglichte in Folge die Isola-
tion neuartiger anionischer Trehalosetetraester /40, 43, 44/ [Abbildung 2.1 (B)]. Aus dem von 
Stamm H13-A bei Wachstum auf Hexadecan gebildeten komplexen Glycolipidgemisch konn-
te eine 2,3,4,6,2‘,3‘,4‘,6‘-Octylacyltrehalose als Hauptkomponente isoliert und nachgewiesen 
werden /45/. Die Kettenlänge des als Wachstumssubstrat eingesetzten n-Alkanes besitzt einen 
erheblichen Einfluss auf die Länge und das Substitutionsmuster der mit dem Zuckerbaustein 
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verknüpften Acylreste. Dies konnte für Rhodococcus Spezies 51T7 am Beispiel des Trehalo-
se-2,3,4,2‘-tetraesters gezeigt werden /46, 47/. 
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Abb. 2.1: Strukturen neutraler Trehalosedicorynomycolate (A) und anionischer Trehalosetetraester 
(B) aus Rhodococcus erythropolis DSM 43215 /15, 48/. 
Die Produktion von Trehaloselipiden wurde unter ausgewogenen Nährstoffbedingungen, un-
ter wachstumslimitierenden Bedingungen sowie mit Hilfe ruhender Zellen untersucht. Wäh-
rend unter nicht-limitierenden Bedingungen eine Trehalosedicorynomycolatbildung parallel 
zum Wachstum erfolgte /15/, bewirkte Stickstofflimitierung eine zeitliche Trennung von 
Biomasse- und Biotensidbildung /49/. 
 
2.3.3 Mycolsäuren und Glycolipide im Zellwandaufbau der Mycolata 
Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Bodenbakterium Rhodococcus opacus 1CP ist dem 
Taxon Mycolata zuzuordnen. Bei den Mycolata handelt es sich um Gram-positive Bakterien 
deren Zellwandcharakteristik gegenüber dem typischen Aufbau der Gram-positiven Beson-
derheiten aufweist. Die Zusammensetzung und Struktur der Mycolata-Zellwand besitzt Ähn-
lichkeiten zum Zellwandaufbau der Gram-negativen Bakterien /50/. Über dem für Gram-
positive Spezies typischen mehrschichtigen Netz aus dem Peptidoglycan Murein befindet sich 
bei den Mycolata eine membranartige Region. Diese besteht aus Amphiphilen mit stark  
hydrophobem Charakter, welche als Mycolsäuren bezeichnet werden. Bei den Mycolsäuren 
handelt es sich um α-alkyl-β-hydroxy-Fettsäuren mit der generellen Struktur 
R1-CH(OH)-CH(R2)-COOH. Die Reste R1 und R2 stellen Alkylketten dar, welche in der Re-
gel Kettenlängen von 50 – 56 bzw. 22 – 26 Kohlenstoffatomen aufweisen /51/. Die Mycolsäu-
ren sind kovalent über Arabinogalactan mit dem Peptidoglycan verbunden /52/ (Abbildung 
2.2). Die so aufgebaute mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycan Struktur bildet den Hauptbe-
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standteil der Mycolata-Zellwand /50/. Gegenüber der hydrophilen Umgebung der Zelle wer-
den die kovalent gebundenen Mycolsäureketten durch frei assoziierte aber ähnlich aufgebaute 
Zucker-Mycolate (Glycolipide) abgeschirmt. Diese Mycolate können im Falle einer Überpro-
duktion als Biotenside in die Umgebung der Zelle abgegeben werden. Für die Gattung Rho-
dococcus handelt es sich dabei vorwiegend um Trehalosedicoryno- oder Trehalosedinocar-
diomycolate /15, 2/. 
 
Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Anordnung der Zellwandkomponenten für Gram-positive 
Bakterien (a) und Mycobakterien (b) nach Lambert /52/. 
CM, Zytoplasmamembran; PG, Peptidoglycan; TA, Teichonsäure; TU, Teichuronsäure; AG, Arabino-
galactan; MY, Mycolsäure; GL, Glycolipide; Graue Flächen, Proteine. 
 
Der für Mycolata erwartete Zellwandaufbau wurde von Seltmann et al. /50/ auf der Basis  
elektronenmikroskopischer Untersuchungen ausführlich dargestellt. Die über dem Pepti-
doglycan angeordnete hydrophobe Membran-Struktur dient den Bakterien als wirkungsvolle 
Permeabilitätsbarriere gegenüber hydrophilen Substanzen. Die Wirksamkeit dieser Barriere 
wird dabei insbesondere von Anordnung, Länge und Packungsdichte der Mycolsäuremoleküle 
bestimmt. Als typische Vertreter der CMN-Gruppe zeigen so Mycobakterien eine hohe natür-
liche Resistenz gegenüber den Abwehrmechanismen der Wirtsorganismen bzw. gegenüber 
Antibiotika und Chemotherapeutica /53, 51, 54, 55/. Dies bietet ihnen Vorteile an den unter-
schiedlichsten Standorten und nicht zuletzt bei der Anlagerung an hydrophobe Verbindungen. 
Weiterhin kommt den Trehalosedimycolaten eine Schlüsselrolle bei der Pathogenität diverser 
Mycobakterien zu /56/. Vorhandensein und Länge der Mycolsäuren beeinflussen die Fähig-
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keit zur Aggregation der Mycobakterien-Zellen, ihre Oberflächenhydrophobizität sowie die 
Adhäsionseffizienz der CMN-Gruppe gegenüber verschiedenen Materialien (Glas, Teflon) 
/57, 58/. 
Auf Basis der Mycolsäurestruktur wurden für verschiedene Mycobakterienspezies spezifische 
Anpassungen der Zellwandkomponenten in Abhängigkeit der Bioverfügbarkeit der angebote-
nen Kohlenstoffquelle nachgewiesen. So zeigen auf Anthracen gewachsene Zellen von Myco-
bakterium sp. LB501T eine erhöhte Zelloberflächenhydrophobizität und haften an Anthracen 
bedeckten Oberflächen bis zu 70-fach besser als auf Glucose gewachsene Zellen /59/. Der 
Einfluss des Wachstumssubstrates auf die Mycolsäureprofile der Mycobakterienspezies 
LB501T, LB307T und VM552 wurde von Wick et al. mit Hilfe der Hochleistungs-
flüssigchromatographie (HPLC) untersucht /60/. Generell entwickelten die auf schlecht was-
serlöslichen Substraten (PAKs, Alkane) gewachsenen Zellen hydrophobere und später eluie-
rende Mycolsäuren, als Zellen, welche auf gut wasserlöslichen Substraten wie Glucose ge-
wachsen waren. 
Unter den von Wick et al. eingesetzten Wachstumssubstraten [Alkane PAKs, Luria-Bertani 
Medium (Bestandteile: Trypton, Hefeextrakt, NaCl) und Glucose] wiesen die Mycolsäuren 
der auf Alkanen gewachsenen Zellen die längsten Durchschnittsretentionszeiten auf. Das My-
colsäureprofil der Mycobakterienspezies wird demnach spezifisch an das zur Verfügung ste-
hende Wachstumssubstrat angepasst. Die auf Alkanen gewachsenen Zellen besaßen dabei die 
stärkste Hydrophobizität. 
Für Rhodococcus erythropolis E1 konnte von Sokolovska et al. gezeigt werden, dass die Per-
meabilität der Zellwand gegenüber hydrophoben Molekülen beim Wachstum auf hydropho-
ben Kohlenstoffquellen zunimmt /61/. Dagegen verringerte sich unter diesen Bedingungen die 
Permeabilität für hydrophile Moleküle. Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Wick et al. 
konnte dieser Permeabilitätsänderung jedoch keine spezifische Änderung der Mycolsäu-
restruktur in Abhängigkeit der angebotenen Kohlenstoffquelle [Pristan 
(2,6,10,14-Tetramethyl-Pentadecan) oder Acetat] zugeordnet werden. Als mögliche Ursache 
der selektiven Permeabilität der Bakterienzellwand wird der Einfluss freier mycolsäurehalti-
ger Glycolipide diskutiert. Der zugrunde liegende Mechanismus konnte bisher jedoch nicht 
aufgeklärt werden /21/. 
 
 2 Wissensstand  10 
2.4 Biotensidsynthese beim mikrobiellen Alkanabbau 
Den Hauptabbauweg für Alkane stellt die terminale Oxidation dar (Abbildung 2.3). Dabei 
wird zunächst eine endständige Methylgruppe durch eine Alkan-Monooxygenase zum Alko-
hol oxidiert. In den nachfolgenden Schritten erfolgt die Oxidation des langkettigen Alkohols 
durch Dehydrogenasen zum Aldehyd und schließlich zur Fettsäure. Die Fettsäuren werden 
durch β-Oxidation schrittweise zu C2-Einheiten abgebaut, welche anschließend in Form von 
Acetyl-CoA in den Intermediärstoffwechsel eintreten. Der Alkanabbau über terminale Oxida-
tion ist verbreitet unter Bakterien der Gattungen Rhodococcus, Pseudomonas, Bacillus, No-
cardia, Mycobacterium und Acinetobacter sowie unter Pilzen der Gattungen Candida, Rhodo-
torula, Aspergillus, Penicillium, Cladiosporum und Trichoderma. Darüber hinaus sind ver-
schiedene Vertreter der Gattungen Pseudomonas und Nocardia sowie einige Pilze zum Al-
kanabbau über diterminale Oxidation (ϖ-Oxidation) oder subterminale Oxidation befähigt 
/62/. In Abbildung 2.3 sind alle drei Abbauwege veranschaulicht. 
 
Abb. 2.3: Wege des Alkanabbaus nach Fritsche (1998) /62/. 
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Mit dem Eintritt des aus dem Alkan gewonnenen Kohlenstoffs in den Intermediärstoffwechsel 
beginnt der Aufbau der von der Zelle benötigten Moleküle. Der Aufbau des Zuckers erfolgt 
dabei über die Gluconeogenese ausgehend von Acetyl-CoA. Zu diesem Zweck muss die Se-
quenz des Glucoseabbaus in umgekehrter Richtung durchlaufen werden. Infolge der irrever-
siblen Arbeitsweise der Enzyme Pyruvat-Kinase und Phosphofructo-Kinase werden zum 
Aufbau von Glucose zusätzlich die Enzyme Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase und Fructo-
sebiphosphatase benötigt /33/. Der Aufbau der Glycolipidvorstufen wurde von Hommel und 
Ratledge in einer Übersicht zusammengefasst (Abbildung 2.4). 
 
Abb. 2.4: Biosynthese der Glycolipidvorstufen beim Wachstum auf Alkanen nach Hommel und  
Ratledge /33/. 
 
Grundlage für das einzige bislang zur Biosynthese von Trehalosedicorynomycolaten in Rho-
dococcen existierende Modell lieferte ein von Kretschmer und Wagner beschriebener Nach-
weis biochemischer Aktivitäten und Intermediate /63/. Die Bildung der Corynomycolat-
Untereinheit erfolgt demnach durch Claisenkondensation zweier aktivierter Fettsäuren unter-
schiedlicher Kettenlänge und abschließender Reduktion der 3-Oxo-2-alkylfettsäure (Abbil-
dung 2.5). Das in Form des aktivierten Phosphates benötigte Disaccharid Trehalose wird 
durch Trehalose-6-phosphat-Synthase aus Glucose-6-phosphat und UDP-Glucose gebildet. 
Die Verknüpfung von Trehalose- und Fettsäureeinheit wird im Falle des Diesters durch zwei 
unabhängige Enzymaktivitäten bewerkstelligt. 
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Einen deutlichen Hinweis auf die Beteiligung von Trehalose-6-phosphat anstelle des ebenfalls 
denkbaren nicht-aktivierten Disaccharids lieferten Untersuchungen zum aktivierenden Ein-
fluss beider Spezies auf die in vitro-Corynomycolsäurebildung aus 14C-Palmitat in Coryne-
bacterium matruchotii /64/. Die Autoren erhielten auch Hinweise darauf, dass Trehalose-6-
phosphat der natürliche Akzeptor und Carrier gebildeter Corynomycolsäuren ist. 
n-tetradecane
n-tetradecanol
n-tetradecanal
n-tetradecanoic acid
n-eicosanoic acid cis-∆-tetradecenoic acid
long fatty acid
condensation
3-oxo-2-dodecanyl-docosanoic acid
3-hydroxy-2-dodecanyl-docosanoic acid
             (= corynomycolic acid)
trehalose-6-phosphate-6`-corynomycolate
trehalose-6-corynomycolate
trehalose-6,6`-dicorynomycolate
β-oxidation
acetyl-CoA
trehalose-6-P
NAD+
NADH3OADH
glucose-6-P
UDP-glucoseOtsA
a.o. InhA
 
Abb. 2.5: Biosyntheseweg für Trehalosedicorynomycolate nach Kretschmer & Wagner (1983) /63/.  
InhA = Enoyl-Acylcarrierprotein-Reduktase; OtsA = Trehalose-6-phosphat-Synthase;  
3OADH = 3-Oxo-2-alkylfettsäure-Dehydrogenase. 
 
Abgesehen vom biochemischen Nachweis beteiligter Enzyme ist über molekulare Grundlagen 
von Genen der Biotensidsynthese bei Rhodococcen bislang wenig bekannt. Die Untersuchun-
gen zur Identifikation der biosynthetisch relevanten Gene befinden sich derzeit in Bearbeitung 
/2/. 
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2.5 Methoden zur Untersuchung des mikrobiellen Wachstumsverhaltens bei 
 Kultivierung auf Alkanen 
Unter Punkt 2.4 wurden mikrobielle Stoffwechselwege des Alkanabbaus sowie die häufig 
damit in Verbindung stehende Synthese von Glycolipid-Biotensiden diskutiert. Die Aufklä-
rung der Stoffwechselwege erfolgt dabei durch Nachweis charakteristischer Metabolite und 
der beteiligten Enzyme. Dies erfordert umfangreiche Analytik /15, 63/, welche jedoch keine 
Aussagen über den zeitlichen Ablauf des mikrobiellen Alkanabbaus zulässt. Bei Kultivierung 
auf wasserlöslichen Kohlenstoffquellen kann die Kinetik des Wachstumsprozesses in der Re-
gel mit den gut etablierten photometrischen Methoden (OD-Messung) untersucht werden. Für 
Kultivierungen auf wasserunlöslichen Stoffen, wie den Alkanen n-Tetradecan, n-Pentadecan 
und n-Hexadecan, welche besonders geeignete Substrate zur Biotensidproduktion darstellen 
/49/, sind diese Methoden jedoch nicht einsetzbar. Auch Zellzahl- oder Zelltrockenmassebe-
stimmungen, welche eine reproduzierbare Beprobung der Kultur voraussetzen, sind zur Auf-
zeichnung des mikrobiellen Wachstums auf Alkanen ungeeignet. Zur Untersuchung des 
Wachstums von Mikroorganismen auf wasserunlöslichen Kohlenstoffquellen kommen daher 
die Respirometrie sowie die Kalorimetrie in Betracht. Beide Methoden sind unempfindlich 
gegenüber den optischen Eigenschaften des Kulturansatzes und beeinträchtigen den Wachs-
tumsprozess nicht. Gegenüber der Respirometrie besitzt die Kalorimetrie Vorteile durch ihre 
universelle Einsetzbarkeit. 
Zunächst werden respirometrische Untersuchungen zum mikrobiellen Schadstoffabbau kurz 
vorgestellt. 
Untersuchungen zur Kinetik des Wachstums von Mikroorganismen beim Abbau von poly-
aromatischen Kohlenwasserstoffen /65/ und Alkanen /32/ mit respirometrischen Methoden 
wurden von Bouchez-Naitali et al. beschrieben. Die Kultivierung der eingesetzten Rhodococ-
cus equi Stämme erfolgte in 500 ml Kulturkolben bei 30°C. Das Kulturvolumen betrug 
250 ml. Zur Gewährleistung der Durchmischung wurden die Kulturkolben mit geeigneten 
Rührern ausgestattet. Die Sauerstoffkonzentration wurde durch elektrolytische Produktion 
konstant gehalten und der Sauerstoffverbrauch kontinuierlich aufgezeichnet /65/. Das Abfan-
gen des entstehenden CO2 erfolgte durch Atemkalk-Pellets. Als Kohlenstoffquelle diente 
n-Hexadecan. Die elektrolytische Respirometrie erlaubt die Aufzeichnung des Sauerstoff-
verbrauchs der Zellkultur während der Kultivierung. Damit wird ein summarisches Signal 
entsprechend der Wachstumskurve der Mikroorganismen detektiert. Die so erhaltenen Kur-
venverläufe sind mit Enthalpie-Zeit-Kurven aus kalorimetrischen Messungen vergleichbar. 
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Sowohl respirometrische als auch kalorimetrische Methoden wurden von Critter et al. zur 
Untersuchung der mikrobiellen Aktivität in brasilianischen Böden eingesetzt /66/. Dabei wur-
de eine gute Korrelation beider Methoden diskutiert. Wie von Hölzel et al. beschrieben eignen 
sich insbesondere Batch-Kalorimeter zur Untersuchung des mikrobiellen Metabolismus in 
Suspensionen mit groben Partikeln /67/. Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten kalori-
metrischen Methoden und deren Anwendung bei der Untersuchung biologischer Systeme sol-
len im Folgenden ausführlicher dargestellt werden. 
 
2.6 Kalorimetrische Methoden zur Untersuchung biologischer Systeme 
2.6.1 Einsatz kalorimetrischer Methoden im biotechnologischen Bereich 
Kalorimetrische Messverfahren werden in der Biotechnologie sowohl zur Erfassung von bio-
logischen Schlüsselkomponenten /68, 69/ als auch zur online-Überwachung von Kultivierun-
gen /70, 71/ eingesetzt. Die Attraktivität der Kalorimetrie liegt vor allem in der Universalität 
dieser Messmethode begründet. So ist jede chemische Reaktion mit einer Wärmetönung ver-
bunden und die Wärmeproduktion lebender Materie eine generelle Erscheinung. Weitere Vor-
teile der Kalorimetrie bestehen in der Unempfindlichkeit der Methode gegenüber elektroche-
mischen und optischen Eigenschaften des zu untersuchenden Mediums sowie in ihrem nicht-
invasiven Charakter. Die Unspezifität der detektierten Wärmetönung als einer der größten 
Vorteile der Kalorimetrie stellt gleichzeitig auch ihren größten Nachteil dar. Zur exakten In-
terpretation der kalorimetrischen Ergebnisse ist daher häufig die Durchführung zusätzlicher 
Analytik notwendig. 
Die Messung der Wärmefreisetzung unter definierten Bedingungen liefert wichtige Informa-
tionen über den Ablauf mikrobieller Kultivierungen. Die Wärmeentwicklung korreliert direkt 
mit dem Metabolismus der Organismen und gibt somit Auskunft über den physiologischen 
Zustand einer Kultur /72/. Neben den Anwendungen in der Biosensorik ist diese Methodik 
daher auch für die biotechnologische Prozessführung von großer Bedeutung. 
Die Publikationen der Gruppe um U. von Stockar zeigen dabei die vielfältigen Möglichkeiten 
der Prozessüberwachung, -optimierung und -steuerung /73, 74/. Im Rahmen der Untersu-
chung und Kontrolle von Bioprozessen kommen kalorimetrische Methoden in unterschied-
lichstem Maßstab zum Einsatz. Geeignete Messtechnik wurde entweder speziell für biologi-
sche Anwendungen entwickelt oder bereits bestehende entsprechend modifiziert. So be-
schreibt Voisard et al. ein für Kultivierungen im Labor-Maßstab modifiziertes Reaktionska-
lorimeter auf Basis des RC1 der Firma Mettler-Toledo (Bio-RC1) /75/. In einem derartigen 
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Kalorimeter können die Kultivierungen im 2-Liter-Maßstab unter wohldefinierten Bedingun-
gen (Vermischung, pH-Wert, Nährstoffe usw.) durchgeführt werden, während die Wärmefrei-
setzung kontinuierlich überwacht wird. Zahlreiche Untersuchungen in diesem Maßstab unter 
ausführlicher thermodynamischer Analyse der durchgeführten Kultivierungen wurden von der 
Arbeitsgruppe um U. von Stockar beschrieben /76, 77, 78, 79, 80/. Die Kalorimetrie erlaubt 
dabei die Erfassung der Gesamtheit der ablaufenden Stoffwechselprozesse über die ausge-
tauschte Wärme und bildet somit die Grundlage zur quantitativen Beschreibung von Kultivie-
rungen im Rahmen der biotechnologischen Produktion /81, 82/. Der Einsatz kalorimetrischer 
Methoden bei der Überwachung von Bioprozessen im Produktionsmaßstab (Reaktorvolumen 
100 m3) wird in den Arbeiten von M. Türker diskutiert /83, 84/. 
Die Anwendung kalorimetrischer Messmethoden zur Untersuchung biologischer Systeme ist 
eng mit der Entwicklung leistungsfähiger Kalorimeter verbunden. Als Pionier auf diesem Ge-
biet gilt I. Wadsö (Universität Lund), dessen Entwicklungen zu dem für die Untersuchung 
von biologischen Systemen am weitesten verbreiteten Kalorimeter, dem als LKB 2277 Bioac-
tivity Monitor oder Thermal Activity Monitor (TAM) bezeichneten Hochleistungskalorime-
ter, geführt haben /85/. Das TAM bietet die Möglichkeit Kulturansätze im Volumenbereich 
von < 1ml bis 100 ml zu untersuchen und kann zur Erfassung zusätzlicher Messparameter mit 
elektrochemischen oder optischen Sensoren ausgestattet werden /86/. Optimierungen zur 
Messung der metabolischen Aktivität wurden von Kemp et. al. /87, 88/ vorgenommen. 
Mikrokalorimetrische Studien mit diesem Kalorimeter wurden beispielsweise zur Untersu-
chung des aeroben Wachstums von Escherichia coli /89/, Staphylococcus aureus, Salmonella 
typhosa und Shigella flexneri /90/ durchgeführt. 
Eine nochmalige Verringerung des untersuchten Volumens wird durch Einsatz von Kalorime-
tern auf der Basis integrierter Schaltkreise (IC-Kalorimeter) ermöglicht (Volumenbereich 
< 1 µl bis 1 ml) /91/. Die IC-Kalorimeter aus dem Institut für Physikalische Chemie der TU 
Bergakademie Freiberg finden beispielsweise bei der Bioprozesskontrolle Anwendung /92/. 
Kalorimetrische Untersuchungen in Verbindung mit Kenndaten zur Biomasseproduktion (Er-
tragskoeffizienten, Zusammensetzung der Biomasse, Energieinhalt der beteiligten chemischen 
Spezies) und zum Stoffumsatz schaffen die Grundlage für eine umfangreiche thermo-
dynamische Charakterisierung mikrobieller Wachstumsprozesse. Wichtige Beiträge zur 
Thermodynamik dieser Prozesse sind von Battley /93/ und Kemp /94, 95/ erarbeitet worden. 
Eine weitere wissenschaftliche Zielstellung kalorimetrischer Untersuchungen ist der Einfluss 
verschiedenster chemischer Stoffe (Inhibitoren, Antibiotika, u.a.) auf das Wachstum von Bak-
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terien. Während die Forschergruppe von A. E. Beezer pharmazeutisch interessante Verbin-
dungen untersucht /96/, beschäftigen sich andere Gruppen mit dem Einfluss von Pestiziden 
/97/, Organo-Selen-Verbindungen /98/ oder Antibiotika /99/ auf das mikrobielle Wachstum. 
Kalorimetrische Untersuchungen der antibiotischen Wirkung verschiedener Naturstoffe auf 
das Wachstum von Mikroorganismen wurden von Lamprecht et al. durchgeführt /100, 101, 
102/. 
Weiterführend können kalorimetrische Messungen zur Charakterisierung mikrobieller Ab-
wehrmechanismen beispielsweise gegen Mangelsituationen und osmotische Belastungen ein-
gesetzt werden, wie die Arbeiten von Maskow /103/ eindrucksvoll zeigen. 
Die zitierten Arbeiten zeigen das große Potential der Wärmeleistungskurven zur Charakteri-
sierung des Stoffwechselzustandes einer Kultur. 
 
2.6.2 Kalorimetrische Untersuchung des mikrobiellen Schadstoffabbaus 
Die Kalorimetrie, als nicht-invasive Messmethode, eignet sich insbesondere zur Untersu-
chung des mikrobiellen Schadstoffabbaus. Beispielhaft können hier die Arbeiten von Lamp-
recht et al. zum Phenolabbau /104, 67/ und von Fiebich et al. zum mikrobiellen Abbau von 
Naphthalin /105/ angeführt werden. Die kalorimetrische Verfolgung der Synthese von Poly-
hydroxybutyrat (PHB) durch mikrobiellen Abbau toxischer Substrate (Phenol und Natrium-
benzoat) wurde von Maskow und Babel /106, 107/ beschrieben. 
Untersuchungen zum Wachstumsverhalten alkanverwertender Bakterien mit kalorimetrischen 
Methoden wurden im Zeitraum von 1999 bis 2002 von Nan et al. publiziert /108, 109, 110, 
111, 112/. Die Experimente wurden in einem LKB 2277 Thermal Activity Monitor durchge-
führt. Die Kultivierungen erfolgten in einem nahezu vollständig gefüllten Kalorimetergefäß 
(Durchflusszelle; Volumen ca. 0,6 ml) im Temperaturbereich zwischen 30°C – 60°C. Einrich-
tungen zur Rührung oder Sauerstoffversorgung sind nicht beschrieben. Die Kultivierung der 
nicht näher bezeichneten Bakterienstämme erfolgte dabei hauptsächlich in glucosehaltigen 
Kulturmedien. Die für gleiche experimentelle Bedingungen beschriebenen Ergebnisse weisen 
zwischen den einzelnen Publikationen (108, 111, 112) deutliche Unterschiede hinsichtlich der 
ausgetauschten Wärme auf. Unter Berücksichtigung der eingesetzten Stoffmenge an Kohlen-
stoffquelle ist darüber hinaus eine deutlich höhere Wärme zu erwarten als aus den publizierten 
Messkurven ersichtlich wird. Als Ursache dafür scheint die fehlende Sauerstoffversorgung 
der Zellkultur während des Experimentes wahrscheinlich. Genauere Aussagen sowie der Ver-
gleich mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen werden unter anderem durch die Heran-
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gehensweise an die kinetische Auswertung sowie die fehlende taxonomische Einordnung der 
untersuchten Bakterienspezies erschwert. 
Obwohl bereits zahlreiche kalorimetrische Untersuchungen an mikrobiellen Systemen durch-
geführt wurden, sind kaum repräsentative Ergebnisse für die Kultivierung von Mikroorganis-
men auf Alkanen als Kohlenstoffquelle verfügbar. Dies ist unter anderem auf die hohen An-
forderungen bezüglich der Reproduzierbarkeit der Kultivierung der Zellkultur im Kalorimeter 
zurückführbar. 
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3 Zielstellung 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Charakterisierung des Wachstumsverhaltens von Mikro-
organismen auf Alkanen am Beispiel des Bodenbakteriums Rhodococcus opacus 1CP. Dabei 
wird der Fähigkeit der alkanverwertenden Mikroorganismen zur Bildung von Biotensiden und 
damit deren Abbaustrategie Rechnung getragen. Die durchgeführten Untersuchungen leisten 
einen Beitrag zum Verständnis der beim mikrobiellen Alkanabbau ablaufenden Prozesse. 
Dies dient der Schaffung von Ansatzpunkten für die Herstellung und Optimierung geeigneter 
Biotensid-Produktionsstämme sowie als Grundlage für die Anwendung von Biotensiden und 
biotensidbildenden Organismen bei Bioremediations- und Biotransformations-Aufgaben. 
Als Untersuchungsmethode wurde die Kalorimetrie gewählt, da sie die kontinuierliche und 
nicht-invasive Aufzeichnung der mikrobiellen Aktivität, sowohl bei Kultivierung auf wasser-
löslichen als auch wasserunlöslichen Kohlenstoffquellen, erlaubt. Die kalorimetrische Mess-
technik ist dazu entsprechend den Erfordernissen der online-Wärmedetektion mikrobieller 
Wachstums- und Biotransformationsprozesse zu modifizieren. Die mit kalorimetrischen Me-
thoden zu realisierenden Aufgaben beinhalten die Überwachung des Kultivierungsverlaufes 
(Prozessmonitoring), sowie die Ermittlung der Enthalpie des Substratumsatzes. Der ermittelte 
Enthalpiewert dient im Weiteren als Maß für die Reproduzierbarkeit der durchgeführten Kul-
tivierungen sowie zur experimentellen Verifizierung der im Rahmen der Bilanzierung des 
Wachstumsprozesses erhaltenen Ergebnisse. 
Zur Durchführung nachfolgender Analytik hinsichtlich Biomasse- und Biotensidbildung sind 
während der im Kalorimeter durchgeführten Kultivierungen ausreichende Produktausbeuten 
zu realisieren. Durch Verwendung kalorimetrischer Messtechnik im Volumenbereich bis 
100 ml kann dieser Forderung Rechnung getragen werden. 
Als grundlegende Voraussetzung zur Durchführung vergleichender Untersuchungen zum Ein-
fluss von Kohlenstoffquelle, Sauerstoff- und Stickstoffversorgung auf das Wachstumsverhal-
ten der Zellkultur ist die Reproduzierbarkeit der mikrobiellen Kultivierung zu gewährleisten. 
Die dazu erforderliche Optimierung der Kultivierungsbedingungen erfolgt auf der Basis des 
kalorimetrisch aufgezeichneten Wachstumsverhaltens der Zellkultur. Im Rahmen dieser Un-
tersuchungen ist zu klären, in welchem Maße sich die Fähigkeit der Mikroorganismen zur 
Ausbildung von Zellaggregaten auf die Reproduzierbarkeit der Kultivierung auswirkt. Damit 
soll ein Einblick in die Wirkung der Aggregatbildung und deren mögliche Funktion für Mik-
roorganismen beim Wachstum auf wasserunlöslichen Kohlenstoffquellen erhalten werden. 
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Von besonderem Interesse sind die Auswirkungen wachstumslimitierender Bedingungen 
(Stickstofflimitierung), unter denen es bei bestimmten trehaloselipidbildenden Stämmen zu 
einer zeitlichen Trennung von Biomasse- und Biotensidbildung kommen kann. Wachstums-
verhalten und Biotensidproduktion unter diesen Bedingungen werden für Rhodococcus opa-
cus 1CP untersucht und in Zusammenhang gesetzt. 
Durch kinetische Auswertung des aufgezeichneten Wachstumsverhaltens auf wasserlöslichen 
und wasserunlöslichen Substraten sollen Aussagen über die Interaktion von Mikroorganismus 
und Kohlenstoffquelle getroffen werden. 
Auf Basis der kalorimetrischen Daten ist die Aufstellung von Bilanzgleichungen für die un-
tersuchten Kultivierungen vorgesehen. Die Bilanzgleichungen ermöglichen die Berechnung 
der Stöchiometriekoeffizienten der beteiligten Spezies. Bei Kenntnis der während des Wachs-
tumsprozesses ausgetauschten Wärme wird damit die rechnerische Abschätzung der Produkt-
ausbeuten (Biomasse, Biotensid) ermöglicht. 
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4 Experimentelles 
4.1 Chemikalien 
4.1.1 Kulturmedienbestandteile 
KH2PO4    ZnSO4*7H2O    Na2MoO4*2H2O 
Na2HPO4*2H2O   MnCl2*4H2O    NaCl 
MgSO4*7H2O    H3BO3     Agar-Agar 
Ammoniumeisen(III)-citrat  CoCl2*6H20    
(NH4)2SO4    CuCl2*2H2O    
Ca(NO3)2*4H2O   NiCl2*6H2O    
(Reinheit aller Salze: p.a.) 
 
4.1.2 Kohlenstoffquellen 
D(+)-Glucose   Fluka   Natriumbenzoat 
n-Tetradecan  99% Sigma-Aldrich Hefeextrakt 
n-Hexadecan  ≥ 98% Fluka   Pepton (Pepton/ Trypton aus Casein) 
 
4.1.3 Extraktionsmittel 
Chloroform ROTIPURAN®  > 99% p.a.  Carl Roth GmbH & Co 
n-Heptan    GC > 99% zur Synthese Merck-Schuchardt 
n-Hexan    GC > 99% zur Synthese Merck-Schuchardt 
Tween 80        AppliChem 
 
4.1.4 Trockenmittel 
Na2SO4  technisch 
P2O5   technisch 
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4.1.5 Chemikalien zur Dünnschichtchromatographie 
Laufmittel: 
Chloroform ROTIPURAN®  > 99% p.a.  Carl Roth GmbH & Co 
Methanol ROTIPURAN®  > 99,8% p.a. ACS Carl Roth GmbH & Co 
 
Derivatisierungsreagenz: 
Anisaldehyd 
Eisessig 
Schwefelsäure   95% – 97% p.a.  Merck 
 
4.1.6 Chemikalien zur Biotensidquantifizierung mittels Anthrontest 
Anthron (9-Oxoanthracen)      Sigma-Aldrich 
Schwefelsäure   95% – 97% p.a.  Merck 
 
4.1.7 Sonstige Chemikalien 
1 N Salzsäure 
1 N Natronlauge 
 
4.2 Mikroorganismen 
4.2.1 Rhodococcus opacus 1CP 
Als Modellorganismus zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens alkanverwertender  
Mikroorganismen wurde das Bakterium Rhodococcus opacus 1 CP ausgewählt. Bei der Gat-
tung Rhodococcus handelt es sich um unbewegliche, Gram-positive, nocardioforme Actino-
myceten mit hohem G+C Gehalt (Guanin + Cytosin Gehalt der DNA; für Rhodococcus 
Stamm H13-A beträgt der G+C Gehalt 65,8 mol%) /113, 114/. Die Gattung Rhodococcus 
bildet stäbchenförmige Zellen bis hin zu stark verzweigten vegetativen Mycelien. Ausgangs-
punkt dazu sind Kokken (kugelförmig) oder stäbchenförmige Morphologien. Rhodococcen 
betreiben einen aeroben Stoffwechsel und sind häufig säuretolerant. Die Zellwände der Rho-
dococcen enthalten Mycolsäuren mit 34 bis 52 Kohlenstoffatomen und bis zu drei Doppelbin-
dungen. Auf diese Weise erhalten die Zellwände einen hydrophoben Charakter, wodurch die 
Zellen zur Anlagerung an hydrophobe Oberflächen befähigt werden. Beim Wachstum auf 
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langkettigen Kohlenwasserstoffen sind Rhodococcen in der Lage Biotenside zu bilden. Die 
Mehrzahl der von Rhodococcen gebildeten Biotenside sind Glycolipide. Wie für die meisten 
Bodenbakterien liegt die Optimaltemperatur für die Kultivierung von Rhodococcus opacus 
1CP im mesophilen Bereich (20°C bis 42°C). 
Die Auswahl des Mikroorganismus erfolgte auf der Basis der Erkenntnisse der Arbeitsgruppe 
Umweltmikrobiologie an der TU Bergakademie Freiberg. Untersuchungen an Rhodococcus 
opacus 1CP belegten dessen Fähigkeit langkettige n-Alkane (C10 – C16) als alleinige Energie- 
und Kohlenstoffquelle zu nutzen /28/. Durch dünnschichtchromatographische Analyse orga-
nischer Extrakte dieser Ansätze wurde ein Trehaloselipid nachgewiesen, bei dem es sich um 
ein Trehalosedinocardiomycolat handelt /2/. 
 
4.2.2 Paracoccus pantotrophus DSM 65 
Die Durchführung vergleichender Experimente erfolgte mit dem Bakterium Paracoccus pan-
totrophus DSM 65 (vormals Paracoccus denitrificans /115/). Die ursprüngliche Isolation des 
Bakteriums erfolgte durch Beijerinck und Minkman (1910) /116/. Paracoccus pantotrophus 
ist ein Gram-negatives Bodenbakterium mit strikt respiratorischem Stoffwechsel. Die Zellen 
sind unbeweglich und sowohl zum aeroben als auch zum anaeroben Wachstum befähigt. An-
aerobes Wachstum wird möglich, wenn Nitrat, Nitrit oder andere Stickstoffoxide als termina-
le Elektronenakzeptoren verfügbar sind /117, 114/. Die Gattung Paracoccus bildet kugelför-
mige Zellen mit einem Durchmesser von 0,5 µm bis 0,9 µm oder kurze stäbchenförmige Zel-
len mit einer Länge von 0,9 µm bis 1,2 µm aus. Diese treten sowohl einzeln als auch in  
Paaren und Clustern auf. Ähnlich wie die Gattung Rhodococcus ist auch Paracoccus pan-
totrophus zur Bildung von Poly-β-hydroxybutyrat (PHB) als Reservestoff befähigt. Bei Be-
darf dient PHB als Energie- und Kohlenstoffquelle. Überdauerungsstadien sind von Paracoc-
cus nicht bekannt. Die Optimaltemperatur für die Kultivierung von Paracoccus pantotrophus 
liegt ebenfalls im mesophilen Bereich. 
 
4.3 Lagerung der Zellkulturen 
Die Lagerung der Zellkulturen erfolgte auf Festmedien bei 4°C. Für Rhodococcus opacus 
1CP wurde dazu benzoathaltiger Minimalagar (Minimalmedium mit 2 mmol l-1 Natriumben-
zoat als Kohlenstoffquelle) und für Paracoccus pantotrophus DSM 65 NB-Agar (Komplex-
nährboden bestehend aus Hefeextrakt, Pepton und NaCl mit Agar als Verfestigungsmittel) 
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eingesetzt. In monatlichen Abständen wurden die Zellkulturen auf neue Agarplatten über-
impft und bei 30°C für einen Zeitraum von 5 d inkubiert. 
 
4.4 Kulturmedium 
Im Hinblick auf die Auswertung der kalorimetrischen Messungen wurde zur Kultivierung der 
Mikroorganismen ein Standard-Kulturmedium für chemolithotrophes Wachstum mit definier-
ter Zusammensetzung verwendet. Dabei handelt es sich um eine Minerallösung nach Dorn et 
al. /118/, welcher 0,1 g l-1 (NH4)2SO4 als zusätzliche Stickstoffquelle zugegeben wurde. Das 
Kulturmedium enthält auf 1000 ml 2 g KH2PO4, 7 g Na2HPO4*2H2O, 0,2 g MgSO4*7H2O, 
0,01 g Ammoniumeisen(III)-citrat, 1 g (NH4)2SO4, 0,05 g Ca(NO3)2*4H2O sowie Spurenele-
mente entsprechend der Spurenelementlösung SL 6 nach Pfennig und Lippert /119/. 
 
4.5 Herstellung der Vorkulturen 
Die Vorkultivierung diente der Einstellung geeigneter Zelldichten sowie der Anpassung der 
Zellkultur an die später im Experiment vorherrschenden Kulturbedingungen. Die Vorkulturen 
wurden als Doppelansätze in Batch-Kultur auf 200 ml Minimalmedium in 1 l Kulturkolben 
(Schikanenkolben) hergestellt. Entsprechend den späteren experimentellen Bedingungen wur-
de die Kohlenstoffquelle (5 mmol l-1 Glucose bzw. 1 mmol l-1 Alkan) dem Minimalmedium 
zugesetzt. Das sterile Minimalmedium wurde mit jeweils einer Kolonie des benötigten Bakte-
rienstammes von der Platte angeimpft. Anschließend erfolgte die Inkubation der Vorkulturen 
bei 30°C im Schüttelinkubator mit 132 rpm. 
Durch den Einsatz geringer Alkankonzentrationen und die ständige Durchmischung des 
Kulturansatzes wurde eine homogene Verteilung der Zellaggregate erreicht, welche die Ent-
nahme gleichartiger Zellkulturproben ermöglichte. 
 
4.6 Herstellung der Zellkulturproben 
4.6.1 Herstellung gefrorener Kulturproben 
Für die Durchführung vergleichender Untersuchungen sind Zellkulturproben mit einheitli-
chem Ausgangszustand erforderlich. Zur zeitunabhängigen Bereitstellung von Kulturproben 
mit definiertem Ausgangszustand erscheint das Einfrieren von Aliquoten der Zellkultur als 
geeignete Methode. 
Zur Herstellung der Zellkulturproben auf Glucose wurden zwei 1 l Kulturkolben mit je 
200 ml Kulturmedium (Zusammensetzung analog den Vorkulturen; C-Quelle: 5 mmol l-1 
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Glucose) befüllt und mit jeweils 1 ml Vorkultur angeimpft. Das Wachstum der Kulturansätze 
wurde durch Messung der optischen Dichte bei einer Wellenlänge von 546 nm kontrolliert. 
Nach Erreichen der stationären Wachstumsphase wurde aus den Kulturansätzen 25 mal 1,5 ml 
entnommen und in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt. Die so aliquotierten Kultur-
proben wurden bei –25°C eingefroren und gelagert. Mit diesen Zellkulturproben konnte bei 
der kalorimetrischen Untersuchung des Wachstumsverhaltens von Paracoccus pantotrophus 
DSM 65 und Rhodococcus opacus 1CP auf Glucose eine gute Reproduzierbarkeit der Ergeb-
nisse erreicht werden (siehe Ergebnisse und Diskussion: 5.3 Kultivierung auf Glucose). 
Im Gegensatz zu den auf Glucose kultivierten Zellkulturproben erwies sich das Einfrieren bei 
-25°C für die auf Alkanen kultivierten Proben als ungeeignet. Dies wurde anhand der zur 
Kontrolle durchgeführten Lebendzellzahlbestimmungen ersichtlich (siehe 4.7). Bei Kultivie-
rung von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Tetradecan lag die Ausgangszellzahl der Kulturpro-
ben vor dem Einfrieren bei (8,4 ± 0,2)*109 Zellen ml-1. Für die bei -25°C eingefrorenen Zell-
kulturproben wurden dagegen nach einer Lagerungsdauer von 14 d Lebendzellzahlen im Be-
reich von 2,7*109 Zellen ml-1 bis 5,2*109 Zellen ml-1 ermittelt. Die Lebendzellzahlen in den 
auf n-Tetradecan kultivierten Proben, welche bei -25°C eingefroren und gelagert wurden, 
liegen deutlich unter der Ausgangszellzahl der Vorkulturen und weisen darüber hinaus eine 
starke Streuung zwischen 32% bis 62% der Ausgangszellzahl auf. Das Einfrierverfahren bei 
-25°C konnte daher nicht zur Bereitstellung der Kulturproben für die Untersuchung des 
Wachstumsverhaltens auf Alkanen eingesetzt werden. 
Um dennoch die Vorteile der Bevorratung gefrorener Kulturproben für die durchzuführenden 
Untersuchungen nutzen zu können, wurde die aufwendigere aber deutlich schonendere Ein-
friermethode nach Perry /120, 121, 122/ auf ihre Eignung für das hier zu untersuchende Sys-
tem hin getestet. Die von Perry beschriebene Methode sieht das Einfrieren von Zellkulturen 
im Stickstoffdampf und deren anschließende Lagerung in flüssigem Stickstoff bei -196°C vor. 
Die Zellkulturproben wurden analog zur Einfriermethode bei -25°C aus der Vorkultur ent-
nommen (1,5 ml Zellsuspension in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefäßen). Zum Einfrieren der 
Kulturproben wurden die befüllten Reaktionsgefäße in die Gasphase über flüssigem Stickstoff 
gebracht und dort bis zum Erreichen einer Temperatur von -100°C belassen. Danach wurden 
die Proben in den flüssigen Stickstoff abgesenkt und so auf Lagertemperatur gebracht. Abbil-
dung 4.1 zeigt den kompletten Ablauf des Einfriervorganges, aufgezeichnet mit Platin-
Widerstandsthermometern (Pt 1000). 
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Abb. 4.1: Kontrollmessung mit Pt 1000 während des Einfriervorganges der Kulturproben von Rhodo-
coccus opacus 1CP nach Perry /120/. 
Das Auftauen der Kulturproben zum Einsatz der Zellkultur im Experiment erfolgte, nach Ent-
nahme aus dem Lagertank, im Thermostatenwasserbad bei 40°C für 3 min. Die Lebendzell-
zahlbestimmungen an den im Stickstoffdampf eingefrorenen Proben ergaben einen Mittelwert 
von (7,4 ± 0,3) 109 Zellen ml-1. Durch Einfrieren der Zellkulturproben im Stickstoffdampf 
konnten nach dem Auftauen Lebendzellzahlen von 88% der Ausgangszellzahl erhalten wer-
den. Die Streubreite der Werte beträgt dabei lediglich 4%. Das Einfrieren der Bakterienpro-
ben im Stickstoffdampf erweist sich als hervorragende Methode zur Minimierung von Schä-
den beim Einfrieren der Zellkulturen. Diese Methode stellt eine grundlegende Verbesserung 
hinsichtlich der Gleichartigkeit des Ausgangszustandes der Kulturproben dar. Die im Stick-
stoffdampf eingefrorenen Kulturproben fanden insbesondere bei den im Thermal Acitvity 
Monitor durchgeführten Messungen Verwendung. Die Ausgangszellzahl und das Zugabevo-
lumen der Kohlenstoffquelle waren dabei stets so zu wählen, dass die thermische Leistung, 
welche die Anzahl der aktiven Mikroorganismen widerspiegelt, den Messbereich des TAM 
(bis maximal 3 mW) nicht überschreitet. Dieser Forderung hinsichtlich der Ausgangszellzahl 
wurde durch Einsatz der im Stickstoffdampf gefrorenen Proben Rechnung getragen. 
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4.6.2 Herstellung der Zellkulturproben zur Untersuchung der Biotensidbildung unter Einsatz 
kalorimetrischer Methoden 
Zur Untersuchung von Biomasse- und Biotensidbildung der im Kalorimeter durchgeführten 
Kultivierungen erscheint der Einsatz von Impfgut mit deutlich höherer Zelldichte sinnvoll. 
Hohe Zelldichten garantieren einen schnellen Umsatz der Kohlenstoffquelle und wirken sich 
so günstig auf die Auswertbarkeit der kalorimetrischen Messungen aus. Kurze Messzeiten 
erlauben weiterhin einen frühzeitigen Einsatz der Biotensidanalytik. Dies wirkt wiederum 
einer Verringerung der Biotensidausbeute durch mikrobiellen Abbau entgegen und erleichtert 
damit die Biotensidquantifizierung. 
Die Vorkulturen wurden wie unter 4.5 beschrieben hergestellt. Als Kohlenstoffquelle wurde, 
entsprechend der im Experiment durchzuführenden Kultivierung, 1 mmol l-1 n-Tetradecan 
bzw. n-Hexadecan eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 12 d konnte vom vollständigen 
Umsatz der Kohlenstoffquelle im Kulturkolben ausgegangen werden. Die Ernte der Zellkultur 
erfolgte durch Verteilung des Kolbeninhaltes (200 ml) auf jeweils zwei Zentrifugengefäße 
und Zentrifugation bei 5000 rpm (entspricht 4500 x g). Zur vollständigen Entfernung des Kul-
turmediums mit dem in der Vorkultur gebildeten Biotensid wurde die Zellkultur 5 x mit phy-
siologischer Kochsalzlösung unter sterilen Bedingungen gewaschen. Als Inokulum für die im 
LKB 8710 durchgeführten Messungen wurde danach der Inhalt eines Zentrifugengefäßes ein-
gesetzt. Die Kulturproben enthielten eine Zelltrockenmasse von ca. 19 mg. Im Vergleich zu 
den gefrorenen Kulturproben mit ca. 0,4 mg wurde die Zelltrockenmasse des Inokulums um 
das 50-fache erhöht. Die Bestimmung der Zelltrockenmasse erfolgte durch Membranfiltra-
tion. 
 
4.7 Lebendzellzahlbestimmung 
Die Lebendzellzahlbestimmung erfolgte nach dem Spatelplattenverfahren wie von E. Bast in 
Mikrobiologische Methoden beschrieben /123/. Aus den Kulturansätzen wurden Proben mit 
einem Volumen von 0,5 ml entnommen und in Dezimalschritten auf eine Verdünnungsstufe 
von 10-7 gebracht. Als Verdünnungsmittel diente dabei steriler Phosphatpuffer. Aus den Ver-
dünnungsstufen 10-6 und 10-7 wurden jeweils 100 µl entnommen und auf NB-Agar ausplattiert 
(Dreifachbestimmung für jede Verdünnungsstufe). Nach dem Ausplattieren der Proben wur-
den die Agarplatten bei 30°C für 6 – 8 d inkubiert. Die Bestimmung der Lebendzellzahl er-
folgte durch Auszählen der auf den Agarplatten sichtbaren Kolonien. 
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Die Zählergebnisse wurden in Form des gewogenen Mittelwertes /123/ angegeben. Die Be-
rechnung erfolgte dabei nach Gleichung 4.1. 
  
1
1
1,0
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+
+
+
+
⋅=
∑ ∑
xx
xx
x
nn
cc
v
m       (4.1) /123/ 
 m = gewogener Mittelwert der Lebendzellzahl in 1 ml der unverdünnten Probe 
 10x = Verdünnungsfaktor für die niedrigste ausgewertete Verdünnungsstufe 10-x 
 v = pro Platte eingesetztes Volumen der verdünnten Zellsuspension in ml 
 ∑ xc  = Gesamtzahl der Kolonien auf allen (nx) Platten der niedrigsten ausgewerteten
     Verdünnungsstufe 10-x 
 ∑ +1xc  = Gesamtzahl der Kolonien auf allen (nx + 1) Platten der nächsthöheren 
     ausgewerteten Verdünnungsstufe 10-(x + 1) 
 
4.8 Durchführung der kalorimetrischen Messungen 
4.8.1 Auswahl der kalorimetrischen Messtechnik 
Die kalorimetrische Untersuchung des Wachstumsverhaltens von Rhodococcus opacus 1CP 
gliedert sich in zwei Teilaufgaben: 
  1. Die Ermittlung der Enthalpie des Substratumsatzes als Maß für den 
   vollständigen Umsatz der angebotenen Kohlenstoffquelle und 
  2. die Bestimmung geeigneter Abbruchzeitpunkte für den Einsatz nach- 
   folgender Analytik auf Biomasse- bzw. Biotensidproduktion. 
Diese Teilaufgaben erfordern unterschiedliche kalorimetrische Messtechnik. Zur exakten Be-
stimmung der Reaktionsenthalpie des Alkanumsatzes werden Kalorimeter mit hoher Basisli-
nienstabilität und geringer Zeitkonstante benötigt. Für diese Teilaufgabe wurde daher das 
Wärmeflusskalorimeter LKB 2277 Thermal Activity Monitor (TAM, Thermometric AB, Jär-
fälla, Schweden) eingesetzt /124, 85/. Die Erfassung der Temperatureffekte wird dabei über 
Thermosäulen realisiert, welche nach vollständigem Einbau des Kalorimetereinsatzes die Per-
fusionszelle umgeben. Die Messwerte werden in Form der thermischen Leistung aufgezeich-
net. Aufgrund der konstruktiven Merkmale des TAM erfolgt eine schnelle Einstellung des 
thermischen Gleichgewichtes (innerhalb von 30 min – 45 min). Dies ermöglicht die Auf-
zeichnung von Effekten, welche bereits kurze Zeit nach dem Animpfen des Kulturmediums 
auftreten. 
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Die zweite Teilaufgabe beinhaltet die Herstellung größerer Mengen Biomasse bzw. Biotensid 
für die nachfolgende Analytik. Zur Untersuchung der Wachstumsprozesse wurden daher zwei 
baugleiche isoperibole Reaktionskalorimeter vom Typ LKB 8710 precision calorimetry sys-
tem eingesetzt, welche größere Kulturvolumina erlauben und keine Messbereichsbegrenzung 
aufweisen. Im Gegensatz zum TAM werden die Messwerte nicht als thermische Leistung 
sondern in Form von Temperaturen bzw. Temperaturdifferenz zur Umgebung aufgezeichnet. 
Zur graphischen Darstellung der Messkurven wurden die Temperaturdaten mit Hilfe der 
TIAN-Gleichung in thermische Leistung umgerechnet /125/. Alle kalorimetrischen Messun-
gen wurden bei 25°C durchgeführt. 
 
4.8.2 Modifizierung der Messtechnik 
Für die Durchführung aerober Kultivierungen wurden die Kalorimetergefäße (TAM: 20 ml 
Perfusionszelle aus Hastalloy; LKB 8710: 100 ml Titrationszelle aus Glas) mit entsprechen-
den Gaseinleitungssystemen versehen. Zur Vermeidung von Verdampfungseffekten, welche 
generell mit großen Enthalpien verbunden sind und die Messungen erheblich beeinträchtigen 
würden, erfolgte eine Vorsättigung des eingeleiteten Sauerstoffs mit sterilem destillierten 
Wasser /126/. 
Zur Untersuchung der Sauerstoffversorgung im Kalorimeter wurde ein amperometrischer 
Sauerstoffsensor /127/ eingesetzt, welcher freundlicherweise vom Kurt-Schwabe-Institut für 
Mess- und Sensortechnik e. V. Meinsberg zur Verfügung gestellt wurde. Mit der gewählten 
Anordnung (Einleitung von 132 ml h-1 Sauerstoff in 80 ml Aqua dest. bei 25°C) wurde eine 
Sauerstoffkonzentration von 0,89 mmol O2 l-1 erreicht. Dies entspricht zu 73% mit Sauerstoff 
gesättigtem Wasser /128/. 
Die Ermittlung der Enthalpie des Alkanumsatzes erfordert die genaue Kenntnis der Stoffmen-
ge der eingesetzten Kohlenstoffquelle und damit eine exakte Zugabe der Kohlenstoffquelle 
zur Zellkultur. Das Einbringen der Kohlenstoffquelle in das System erfolgt daher über eine 
Hamilton-Mikroliterspritze, welche mit einer Titrationskapillare verbunden ist. Die Titra-
tionskapillare wird über den Rührerschacht (TAM) bzw. eine Führungskapillare im Kalorime-
terkopf (LKB 8710) bis in das Kulturmedium in der Kalorimeterzelle geführt. Auf diese Wei-
se wird gleichzeitig die Vorthermostatierung der Kohlenstoffquelle erreicht. Eine definierte 
Zugabe der Kohlenstoffquelle wird über Spritzenpumpen (sp250i syringe pump der Firma 
wri; Zugabegeschwindigkeit 25 µl min-1) realisiert. 
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4.8.3 Experimentelle Vorgehensweise 
Die Durchführung der kalorimetrischen Messungen des Alkanabbaus von R. opacus 1CP er-
folgte nach Ausrüstung aller Kalorimetergefäße mit Gaseinleitungssystem und Titrationska-
pillare. Zunächst wurde das Inokulum (Zellkulturprobe) in das Kalorimetergefäß eingebracht. 
Anschließend erfolgte die Zugabe des Kulturmediums ohne Kohlenstoffquelle (TAM: 15 ml; 
LKB 8710: 90 ml). Nach Anschluss von Sauerstoffversorgung und Titrationskapillare wurde 
das Kalorimetergefäß in den Thermostaten eingebaut. Nach Einstellung des thermischen 
Gleichgewichtes erfolgte die Zugabe eines bestimmten Volumens der jeweiligen Kohlen-
stoffquelle und die Aufzeichnung der Reaktion der Zellkultur auf diese Zugabe als thermische 
Leistung (TAM) bzw. Temperaturdifferenz (LKB 8710). 
Diese experimentelle Vorgehensweise erlaubt die mehrfache Zugabe der Kohlenstoffquelle 
oder anderer Bestandteile des Kulturmediums (z. B. Stickstoffquelle) ohne wesentliche Stö-
rung der kalorimetrischen Messung. 
 
4.9 Photometrische Methoden 
4.9.1 OD546 Messung 
Zur Kontrolle des Entwicklungszustandes der Vorkulturen wurde die optische Dichte bei 
546 nm der jeweiligen Zellsuspension mit einem UV/VIS-Spektrometer UNICAM 8625 ver-
folgt. Für die Messung wurden Kunststoffküvetten mit einer Schichtdicke von 10 mm ver-
wendet. 
 
4.9.2 Partikelgrößenmessung mittels Laserbeugung 
Die Untersuchung des Verlaufs der Aggregatbildung beim Wachstum von Rhodococcus opa-
cus 1CP auf Alkanen erfolgte durch Messung der Partikelgröße mittels Laserbeugung am In-
stitut für Technische Chemie der TU Bergakademie Freiberg. Die Kultivierung der zur Unter-
suchung verwendeten Kulturansätze mit einem Ansatzvolumen von 200 ml erfolgte in 1 l 
Kulturkolben (Schikanenkolben). Als Kohlenstoffquelle wurden 170 µmol (50 µl) 
n-Hexadecan eingesetzt. Die Herstellung des Inokulums erfolgte wie unter 4.6.2 beschrieben. 
Dazu wurde Rhodococcus opacus 1CP auf n-Hexadecan vorkultiviert und mit hoher Zelldich-
te (1,5 ml Zellsuspension; Zelltrockenmasse ca. 19 mg) in die Kulturansätze gegeben. Anga-
ben zur optischen Dichte sind aufgrund der Inhomogenität der Kulturansätze nicht mehr mög-
lich. Die Inkubation der Ansätze erfolgte im Schüttelinkubator bei 30°C und 132 rpm. Im 
Zeitraum bis 145 h nach dem Animpfen wurden Proben aus den Kulturansätzen entnommen 
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und die Größenverteilung der darin befindlichen Partikel mittels Laserbeugung in einem Ge-
rät der COULTER® LS-Serie aufgezeichnet. Zur graphischen Darstellung der ermittelten Par-
tikelgrößenverteilung wurde der Volumenanteil der Partikel in % über der Partikelgröße in 
µm aufgetragen. 
 
4.9.3 Biotensidquantifizierung 
Die quantitative Biotensidbestimmung in den durchgeführten Kultivierungen erfolgte photo-
metrisch unter Verwendung der Anthron-Reaktion /129/. Zur Trennung des während der Kul-
tivierung gebildeten Biotensids von der Biomasse bewährten sich zwei Methoden: 
1. Abtrennung durch Extraktion 
Die ausführliche Optimierung der Extraktionsmethode und Aufstellung einer Standardarbeits-
vorschrift erfolgte insbesondere im Rahmen der Studienarbeit von N. Hunger am Institut für 
Physikalische Chemie der TU Bergakademie Freiberg /130/. Die aus dem Kalorimetergefäß 
entnommenen Kulturbrühen wurden zur Begünstigung der Phasentrennung mit 1N HCl auf 
pH 4 eingestellt und anschließend mit 3 x 30 ml Chloroform im Scheidetrichter extrahiert. 
Nach erfolgter Phasentrennung wurden die organischen Phasen gesammelt und durch Zugabe 
von Na2SO4 getrocknet. Trockenmittel und anhaftende Biomasse wurden durch Filtration ab-
getrennt. Durch Abdestillieren des Chloroforms im Rotationsverdampfer (Badtemperatur: 
55°C; Vakuum erzeugt durch Wasserstrahlpumpe) wurde das Biotensid-Rohpräparat erhalten. 
Die Quantifizierung des im Rohpräparat enthaltenen Trehaloseesters erfolgte im Anschluss 
mit dem Anthrontest. 
2. Abtrennung durch Filtration 
Bei Extraktion des Biotensides aus wässrigen Kulturbrühen sind Gleichgewichtseinstellungen 
an zahlreichen Phasengrenzen zu berücksichtigen. Zur Unterdrückung von Fehlern bei der 
Phasentrennung erscheint daher die Abtrennung der wässrigen Phase von der Biomasse und 
dem daran anhaftenden Biotensid durch Filtration sinnvoll. Die Filtration erfolgte unter Ein-
satz von Fritten G4 (maximale Porenweite 10 µm – 16 µm). Zunächst wurde das wässrige 
Kulturmedium durch Vakuumfiltration (Wasserstrahlpumpe) von der Biomasse im Kulturan-
satz getrennt. Die auf dem Filter verbliebene Biomasse wurde anschließend 3-mal mit jeweils 
10 ml Chloroform gewaschen. Die Chloroformphasen wurden ebenfalls durch Vakuumfiltra-
tion abgetrennt und gesammelt. Das nach dem Verdampfen des Chloroforms im Auffangge-
fäß verbliebene Biotensid-Rohpräparat wurde mittels Anthrontest auf seinen Biotensidgehalt 
untersucht. 
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Sowohl die Extraktion im Scheidetrichter als auch das Filtrationsverfahren erwiesen sich gut 
zur Abtrennung des Biotensids von der Biomasse geeignet. Im Vergleich beider Methoden 
erlaubt das Filtrationsverfahren einen sparsameren Einsatz von Chloroform. Weiterhin entfällt 
das Trocknen der Chloroformphase mit Na2SO4. 
Biotensidquantifizierung mittels Anthronreaktion 
Das nach Extraktion der Biomasse mit Chloroform erhaltene Biotensid-Rohpräparat wurde 
zur Quantifizierung des Biotensidgehaltes mit dem Anthrontest untersucht. Dazu wurde das 
extrahierte Biotensid mit 1 N Natronlauge (500 µl) hydrolysiert (1 h im Wasserbad bei 90°C 
unter regelmäßigem Schütteln) und anschließend durch Zugabe von 1 N Salzsäure (500 µl) 
neutralisiert. Das Erhitzen des Ansatzes mit Natronlauge dient der Spaltung der Esterbindun-
gen, wobei der glykosidisch verknüpfte Trehalosebaustein des Biotensids nicht angegriffen 
wird. Zur Abtrennung der ungelösten Bestandteile wurde der Hydrolyseansatz in 2 ml Eppen-
dorf-Reaktionsgefäße überführt und für 15 min auf höchster Stufe (13.200 rpm bzw. 
16.110 x g) zentrifugiert. Der wässrige Überstand des Ansatzes enthält nun den Trehalose-
baustein in gelöster Form. Der Überstand (ca. 1 ml) wurde durch Überführen in 2 ml Eppen-
dorf-Reaktionsgefäße gesichert. Den hohen Biotensidkonzentrationen der Proben wurde 
durch Verdünnung Rechnung getragen. Dazu wurden 91 µl des Überstandes durch Zugabe 
von 364 µl destilliertem Wasser verdünnt (5-fache Verdünnung). Diesem Probevolumen von 
455 µl wurden 1365 µl des Anthron-Reagenz zugesetzt. Das Anthron-Reagenz setzt sich aus 
200 mg Anthron [9-Oxoantracen (C14H10O)] gelöst in 100 ml 95%iger H2SO4 zusammen. 
Durch Erhitzen des Überstandes mit dem Anthron-Reagenz für 15 min im Wasserbad bei 
90°C wird das Disaccharid in seine Monomere gespalten. Aus den frei werdenden Glucose-
bausteinen bilden sich unter Abspaltung von Wasser Furfuralderivate, welche mit Anthron zu 
einer dunkelgrün bis blau gefärbten Verbindung weiterreagieren /131, 132, 133/. Die Mes-
sung der Extinktion bei 620 nm, gegen eine Blindprobe, erlaubt die Bestimmung der Stoff-
menge der im Ansatz enthaltenen Trehalose und damit des gebildeten Biotensids. Als Struktur 
des Biotensids wurde dazu die von Niescher et al. publizierte Summenformel des von Rhodo-
coccus opacus 1CP beim Wachstum auf Alkanen gebildeten Trehalosedinocardiomycolates 
zugrunde gelegt /2/. Zur photometrischen Messung wurden 1 ml Quarzglasküvetten mit einer 
Schichtdicke von 5 mm eingesetzt. 
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4.10 Ermittlung der Biomassezusammensetzung durch Elementaranalyse 
Die Biomassezusammensetzung von Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf verschie-
denen Kohlenstoffquellen wurde über Elementaranalyse bestimmt. Die dazu durchgeführten 
Arbeiten sind im Folgenden beschrieben. 
 
4.10.1 Probenvorbereitung 
Die Herstellung der zur elementaranalytischen Untersuchung eingesetzten Biomasse erfolgte 
in Kulturansätzen analog den Kultivierungen im Kalorimeter. Die Kultivierung wurde in 1 l 
Kulturkolben (Schikanenkolben) mit einem Ansatzvolumen von 100 ml durchgeführt. Als 
Inokulum wurden im Stickstoffdampf gefrorene Proben von Rhodococcus opacus 1CP ver-
wendet. Die Vorkultivierung der Proben erfolgte dabei bereits auf der für den Ansatz vorge-
sehenen Kohlenstoffquelle (Glucose bzw. Alkan). Als Kohlenstoffquelle der Kultivierungen 
wurde 5 mmol l-1 Glucose bzw. 2 mmol l-1 n-Tetradecan eingesetzt. Die Inkubation der 
Kulturansätze erfolgte im Schüttelinkubator bei 30°C und 132 rpm. Die Inkubationsdauer 
betrug 5 d bei Kultivierung auf Glucose und 12 d bei Kultivierung auf n-Tetradecan. Zur Ern-
te der gebildeten Biomasse wurde die Zellkultur in Zentrifugengefäße überführt und 15 min 
bei 10000 rpm zentrifugiert. Die Entfernung von Rückständen des Kulturmediums erfolgte 
bei den auf Glucose durchgeführten Kultivierungen durch 5 maliges Waschen der Biomasse 
mit Leitungswasser. Anschließend wurde die Biomasse im Trockenschrank bei 110°C für 
10 h getrocknet. An den so hergestellten Biomasseproben wurden die Elementaranalysen zur 
Bestimmung der Biomassezusammensetzung bei Kultivierung auf Glucose durchgeführt. 
Bei den auf Alkanen durchgeführten Kultivierungen können an der Biomasse anheftende Al-
kanreste das Ergebnis der Elementaranalyse beeinflussen. Daher war die Möglichkeit der Ab-
trennung unverbrauchten Restalkans durch Extraktion der Biomasse zu prüfen. Dazu wurden 
6 gleichartige Kulturansätze mit n-Tetradecan als Kohlenstoffquelle vorbereitet. Nach Ernte 
der darin gebildeten Biomasse durch Zentrifugation wurden zwei Proben mit n-Hexan und 
zwei Proben mit einer 1%igen Lösung von Tween 80 in Wasser extrahiert. Die beiden 
verbleibenden Proben dienten als Referenz und wurden unbehandelt eingesetzt. Nach dem 
Trocknen (110°C für 10 h) wurden alle 6 Proben zur Bestimmung der Biomassezusammen-
setzung bei Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf Alkanen mittels Elementaranalyse 
untersucht. Die auf Basis der Elementaranalysen ermittelten Biomasseformeln der einzelnen 
Proben sind in Tabelle 4.1 dargestellt. 
 
 4 Experimentelles  34 
Tab. 4.1: Extraktionsmittel zur Abtrennung etwaigen Restalkans und elementare Zusammensetzung 
der Biomasseproben. 
Probennummer Extraktionsmittel Biomasseformel 
1 n-Hexan CH1,85O0,4N0,13 
2 n-Hexan CH1,85O0,4N0,13 
3 1% Tween 80 Lösung CH1,8O0,37N0,12 
4 1% Tween 80 Lösung CH1,85O0,39N0,11 
5 unbehandelt CH1,85O0,4N0,13 
6 unbehandelt CH1,85O0,4N0,13 
 
Trotz unterschiedlicher Probenpräparation besteht eine gute Übereinstimmung der Ergebnisse 
der Elementaranalyse. Nach einer Inkubationszeit von 12 d konnte dementsprechend kein 
Restalkan von den Biomasseproben abgetrennt werden. Das als Kohlenstoffquelle vorgelegte 
Alkan erscheint damit vollständig umgesetzt. Die Ergebnisse der Elementaranalysen werden 
im Rahmen der Ergebnisdarstellung (Punkt 5.13 Bilanzierung des Wachstumsprozesses) dis-
kutiert. 
 
4.10.2 Durchführung der Elementaranalysen 
Die Analysen wurden von Frau B. Süßner vom elementaranalytischen Labor des Institutes für 
Organische Chemie der TU Bergakademie Freiberg mittels Elementaranalysator CHN-O-
RAPID der Firma Heraeus durchgeführt. Die Elementaranalysen liefern die prozentualen An-
teile von Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff der untersuchten Biomasse. Der prozentuale 
Anteil des Sauerstoffs wurde auf Basis dieser Information berechnet. Aus den so ermittelten 
Anteilen wurden die zur Bilanzierung des Wachstumsprozesses benötigten Biomasseformeln 
aufgestellt. 
 
4.11 Chromatographische Methoden 
4.11.1 Gaschromatographie 
Die gaschromatographische Quantifizierung von Restalkan in Kulturbrühen aus den kalori-
metrischen Messungen wurden am Institut für Analytische Chemie der TU Bergakademie 
Freiberg durchgeführt. Nach Abschluss der kalorimetrischen Messung von Kultivierungen auf 
n-Hexadecan wurde der Inhalt der Kalorimetergefäße zur Restalkanbestimmung 3 x mit je 
30 ml n-Heptan extrahiert. Die organischen Phasen wurden gesammelt und zur Entfernung 
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etwaiger Partikel filtriert (Sterilfilter mit Porengröße 0,2 µm). Die so gewonnenen Proben 
wurden durch Zugabe von 65 µmol (17 µl) n-Tetradecan mit einem inneren Standard verse-
hen und mit n-Heptan auf ein Volumen von 100 ml eingestellt. Zusammen mit einem Stan-
dard [100 ml n-Heptan beinhaltend 65 µmol (19 µl) n-Hexadecan sowie 65 µmol (17 µl) 
n-Tetradecan] erfolgte die gaschromatographische Untersuchung der Proben in einem 
Gaschromatographen GC 6890 N der Firma Agilent Technologies mit Flammenionisationsde-
tektor (FID). 
 
4.11.2 Dünnschichtchromatographie 
Zum Biotensidnachweis in den ausgebauten kalorimetrischen Messungen wurden dünn-
schichtchromatographische Methoden eingesetzt. Als stationäre Phase diente dabei mit Sili-
cagel 60 beschichtete DC-Alufolie mit Fluoreszensindikator F254 der Firma Merck Berlin. Die 
mobile Phase wurde aus Chloroform, Methanol und Wasser im Verhältnis (65/10/0,9; v/v/v) 
zusammengesetzt. Die Derivatisierung des Chromatogramms erfolgte durch Besprühen der 
DC-Platten mit Anisaldehyd-Schwefelsäure-Reagenz (Anisaldehyd 0,5 ml, Eisessig 50 ml, 
Schwefelsäure 1 ml) /130, 134, 135/. Vor und nach dem Besprühen mit Derivatisierungsrea-
genz erfolgte die Trocknung der DC-Platten für 5 min bei ca. 100°C. Zum Nachweis von Tre-
halosedinocardiomycolaten wurde ein entsprechender Standard auf die DC-Folie aufgegeben. 
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5 Ergebnisse und Diskussion 
5.1 Aufzeichnung des mikrobiellen Wachstumsverhaltens und Interpretation der 
 Messkurven 
5.1.1 Aufzeichnung des Wachstumsverhaltens mit photometrischen Methoden 
Zur Charakterisierung des Wachstumsverhaltens von Rhodococcus opacus 1CP auf unter-
schiedlichen Kohlenstoffquellen wurden Kultivierungen in statischer Kultur (Batch-Kultur) 
durchgeführt. Abbildung 5.1 zeigt den Verlauf einer entsprechenden Kultivierung von Rhodo-
coccus opacus 1CP auf Minimalmedium mit Glucose als Energie- und Kohlenstoffquelle. Die 
Aufzeichnung der Wachstumskurve erfolgte durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 
einer Wellenlänge von 546 nm. Für die durchgeführte Kultivierung zeigt sich der charakteris-
tische sigmoide Kurvenverlauf, dessen Interpretation ausführlich in Lehrbüchern der Mikro-
biologie beschrieben ist /136, 137/. 
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Abb. 5.1: Wachstumskurve für Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf 5 mmol l-1 Glucose; 
Kulturvolumen: 200 ml im 1 l Schikanenkolben; Kultivierungstemperatur: 30°C. Die aufgetragenen 
Daten stellen die Mittelwerte aus 4 Kultivierungen dar. [(•) experimentelle Daten; () approximierter 
Kurvenverlauf] Die rote Kurve zeigt die Approximation der experimentellen Daten auf Grundlage der 
Verhulst-Gleichung. 
Aus der Abbildung sind die ersten Wachstumsphasen der Zellkultur (lag-Phase, exponentielle 
Phase, stationäre Phase) gut ersichtlich. Als Ursache der auftretenden Streuung sind die durch 
das biologische System bedingten Schwankungen in der Dauer der lag-Phase anzusehen. Die 
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stärkste Streuung der Messwerte ist in Phasen schneller Zelldichteänderung zu verzeichnen. 
Daher ist die Streuung im Bereich der exponentiellen Wachstumsphase besonders auffällig. 
Der Beginn der stationären Wachstumsphase ist durch abnehmende Fehlerbalken gekenn-
zeichnet und stellt aufgrund gut reproduzierbarer Zelldichten den günstigsten Zeitpunkt für 
die Probennahme dar. Zur besseren Veranschaulichung des sigmoiden Kurvenverlaufs wur-
den die experimentellen Daten mit der logistischen Funktion (Gleichung 5.4, S. 46) als Lö-
sung der Verhulst-Gleichung (Gleichung 5.3, S. 45) angepasst und als rote Kurve in Abbil-
dung 5.1 aufgetragen. Eine genauere Diskussion dieses Wachstumsmodells erfolgt unter 
Punkt 5.3 im Abschnitt Ermittlung der Wachstumskinetik. 
Innerhalb des Gültigkeitsbereiches der Gleichung (keine Berücksichtigung des Absterbens) 
wird eine gute Übereinstimmung zwischen Modell und experimentellen Daten erreicht. 
Bei Vergleich der experimentellen Daten mit der Modellfunktion wird das Abklingen der OD-
Kurve oberhalb von 60 h Inkubationszeit deutlich erkennbar. Dieses Abklingen stellt eine 
Verringerung der Zelldichte dar, welche auf Absterben und Lyse von Zellen zurückgeführt 
werden kann. 
Die photometrische Messung stellt eine einfache und gut handhabbare Methode zur Kontrolle 
der Kultivierung dar. In zahlreichen Fällen sind photometrische Methoden infolge trüber oder 
inhomogener Kulturmedien bzw. Kulturbrühen jedoch nicht einsetzbar. Als nachteilig erwei-
sen sich weiterhin Methoden welche eine Beprobung der Zellkultur erfordern. Insbesondere 
bei geringen Kulturvolumina beeinträchtigt die Entnahme von Proben das zu untersuchende 
System stark. Eine hervorragende Alternative zu den klassischen mikrobiologischen Metho-
den (Messung der optischen Dichte, Trockenmassebestimmung, Zellzahlbestimmung) bietet 
daher die Kalorimetrie. Kalorimetrische Methoden sind unspezifisch und somit universell 
einsetzbar. Ihre Arbeitsweise ist nicht-invasiv sowie unempfindlich gegenüber den elektro-
chemischen und optischen Eigenschaften des untersuchten Systems. 
 
5.1.2 Aufzeichnung des Wachstumsverhaltens mit kalorimetrischen Methoden 
Bereits im Rahmen vorangegangener Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass kalori-
metrische Methoden hervorragend zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung 
mikrobieller Systeme geeignet sind /67, 144/. Veränderungen im Wachstumsverhalten der 
Zellkultur infolge der Variation von Kultivierungsbedingungen können mit kalorimetrischen 
Methoden zeitgerecht, lückenlos und ohne Beeinflussung des Systems durch die Messanord-
nung aufgezeichnet werden. Zur Diskussion der kalorimetrischen Messdaten eignen sich die 
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Auftragungen in Form der Leistungs-Zeit-Kurve sowie der Enthalpie-Zeit-Kurve. Beide Dar-
stellungen werden im Folgenden vorgestellt. 
 
Die Leistungs-Zeit-Darstellung 
Die Interpretation der unterschiedlichen Kultivierungen erfordert eine systembezogene ther-
mische Leistung. Dies setzt neben konstanten experimentellen Bedingungen (siehe 4.8) insbe-
sondere die Einhaltung konstanter Volumina bezüglich Kultivierungsmedium und Mikroor-
ganismensuspension bei Angabe der verwendeten Konzentration der Kohlenstoffquelle vor-
aus. Die Abbildung 5.2 zeigt eine Leistungs-Zeit-Kurve für die Kultivierung von Rhodococ-
cus opacus 1CP auf Glucose. Die Darstellung des differentiellen Signals gibt die momentane 
Stoffwechselaktivität der lebenden Zellen wieder. Die kalorimetrischen Messkurven sind da-
her als Metabolismuskurven zu interpretieren. Sie beinhalten Informationen über die Reaktion 
der Zellkultur auf die Kultivierungsbedingungen. In den Leistungs-Zeit-Darstellungen wurden 
die experimentell ermittelten Leistungen für den jeweiligen Kulturansatz aufgetragen. Der in 
Abbildung 5.2 dargestellte Kurvenverlauf ist charakteristisch für die Batch-Kultivierung einer 
Bakterienkultur auf einer gut zugänglichen Kohlenstoffquelle ohne zusätzliche Limitierungen. 
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Abb. 5.2: Leistungs-Zeit-Kurve der Kultivierung von R. opacus 1CP auf Glucose; Die Leistungs-Zeit-
Kurve repräsentiert die momentane metabolische Aktivität der lebenden Zellen. 
 
Bei Kultivierung innerhalb des optimalen Temperatur- und pH-Bereiches erfolgt das Wachs-
tum mit maximaler Wachstumsrate (µmax) bis zum vollständigen Verbrauch der Kohlenstoff-
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quelle. Gut erkennbar ist das exponentielle Ansteigen der thermischen Leistung infolge des 
exponentiellen Wachstums der Zellkultur. Der vollständige Verbrauch der Kohlenstoffquelle 
einschließlich möglicher Metabolite und damit das Ende des aeroben Substratumsatzes wird 
in Form eines abrupten Abklingens der thermischen Leistung ersichtlich /138/. 
Bei Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf Glucose unter den gewählten Versuchs-
bedingungen wurde dies nach ca. 30 h Inkubationszeit beobachtet. Nach Verbrauch der Koh-
lenstoffquelle sinkt die mikrobielle Aktivität auf das Niveau des Erhaltungsstoffwechsels (en-
dogener Stoffwechsel) zurück. Dementsprechend klingt auch die kalorimetrische Messkurve 
auf das Niveau der Basislinie ab. 
Änderungen im Wachstumsverhalten, verursacht durch Limitierungen oder die Anwesenheit 
toxischer Substanzen, werden deutlich in der Leistungs-Zeit-Darstellung sichtbar /139, 140, 
141, 142, 143, 144/ [vergleiche Punkt 5.10 Terminaler Elektronenakzeptor (Sauerstoff) und 
5.11 Stickstoffversorgung]. Die Leistungs-Zeit-Darstellung ermöglicht so die frühzeitige Er-
fassung von Limitierungen sowie die Untersuchung deren Auswirkung auf das mikrobielle 
Wachstum. Entsprechende Anstiegsänderungen im integralen Signal (z. B. aus OD-Messung) 
sind dagegen deutlich schwerer zu erkennen. 
 
Die Enthalpie-Zeit-Darstellung 
Durch Integration der Fläche unter der Leistungs-Zeit-Kurve wird die während der Kultivie-
rung ausgetauschte Wärme ermittelt. Da der Umsatz der Kohlenstoffquelle isobar erfolgt, 
kann die ausgetauschte Wärme als Enthalpieänderung (∆h) angegeben werden /72, 145/. Zur 
Angabe einer intensiven Größe wird die ausgetauschte Wärme auf die jeweils eingesetzte 
Substratmenge bezogen. Bei den in der Arbeit angegebenen Enthalpiewerten handelt es sich 
um Enthalpieänderungen bezogen auf 1 mol Kohlenstoffquelle. Die Enthalpiewerte werden 
zur Verifizierung der unter Punkt 5.13 aufgestellten Bilanzgleichungen genutzt. 
Die Auftragung als Enthalpie-Zeit-Kurve stellt den mikrobiellen Wachstumsprozess in Form 
eines integralen Signals dar (Abb. 5.3). 
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Abb. 5.3: Enthalpie-Zeit-Darstellung der Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf Glucose: 
Die Enthalpie-Zeit-Kurve gibt den mikrobiellen Wachstumsprozess als integrales Signal wieder. 
Dies erlaubt die Diskussion des Wachstumsprozesses entsprechend einer klassischen Wachs-
tumskurve /77/. Die Enthalpie-Zeit-Darstellung ermöglicht den Vergleich mit Untersu-
chungsmethoden, welche den mikrobiellen Wachstumsprozess ebenfalls in Form des integra-
len Signals wiedergeben (Trübungsmessung, Zelltrockenmasse- bzw. Zellzahlbestimmung, 
Respirometrie). Sie erweist sich als vorteilhaft bei der Zuordnung der Wachstumsphasen so-
wie zur kinetischen Auswertung des Wachstumsverhaltens anhand der klassischen popula-
tionsdynamischen Modelle. Analog einer klassischen Wachstumskurve kann die Ermittlung 
der spezifischen Wachstumsrate µ der Zellkultur unter den gewählten Kultivierungsbedin-
gungen erfolgen. 
Die Enthalpie-Zeit-Kurve gibt die ausgetauschte Wärme während des mikrobiellen Substrat-
umsatzes wieder. Dabei läuft die Kurve asymptotisch gegen einen maximalen Enthalpiewert. 
Dieser Wert repräsentiert die insgesamt während des Wachstumsprozesses auf Glucose ausge-
tauschte Wärme und beträgt für die in Abbildung 5.3 dargestellte Kurve ∆H = -1288 kJ mol-1. 
 
5.2 Einflussfaktoren auf den Wachstumsprozess 
Der mikrobielle Wachstumsprozess wird durch eine Vielzahl von Umweltfaktoren beein-
flusst. Zu den wichtigsten Faktoren gehören dabei Energie- und Kohlenstoffquelle, terminaler 
Elektronenakzeptor, Stickstoffquelle, Temperatur und pH-Wert. Ferner wird der Verlauf des 
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Wachstumsprozesses über die inhärenten Eigenschaften der Zellkultur bestimmt. Die im 
Rahmen der vorliegenden Untersuchungen durchgeführten Kultivierungen erfolgten bei kon-
stanter Temperatur von 25°C und konstantem pH-Wert von 7,2. Die Kontrolle des pH-Wertes 
erfolgte stichprobenartig vor und nach der kalorimetrischen Messung. Temperatur und pH-
Wert liegen damit im für Bodenbakterien optimalen Bereich /136/. Der Einfluss der verblei-
benden Faktoren auf den Wachstumsprozess wurde im Rahmen dieser Arbeit näher unter-
sucht. Die dabei erhaltenen Ergebnisse sind in den folgenden Abschnitten dargestellt. 
Die Reproduzierbarkeit der mikrobiellen Kultivierung bildet die grundlegende Voraussetzung 
für die Durchführung vergleichender Untersuchungen. Zum Nachweis der Reproduzierbarkeit 
sowie zur Veranschaulichung des Wachstumsverhaltens der Zellkultur wird zunächst modell-
haft die Kultivierung auf Glucose als nahezu idealem Wachstumssubstrat vorgestellt. Im An-
schluss daran werden die Besonderheiten der Kultivierung auf Alkanen illustriert. Danach 
erfolgt die Diskussion der Ergebnisse aus den kalorimetrischen Messungen der Kultivierung 
von Rhodococcus opacus 1CP auf den Alkanen n-Tetradecan und n-Hexadecan. 
 
5.3 Kultivierung auf Glucose 
Die Abbauwege für Kohlenhydrate besitzen universelle Verbreitung. Daher gelten Kohlen-
hydrate als die allgemeinen Nahrungsstoffe für die überwiegende Zahl von Mikroorganismen 
/136/. Monomere Kohlenhydratbausteine wie Glucose finden direkten Eingang in den Zellme-
tabolismus und stellen aufgrund ihrer hervorragenden Bioverfügbarkeit nahezu ideale Sub-
strate für die Kultivierung von Mikroorganismen dar. Diese günstigen Eigenschaften werden 
häufig bei der Untersuchung des mikrobiellen Wachstums und der damit verbundenen Para-
meter durch die Wahl von Glucose als Energie- und Kohlenstoffquelle genutzt. Auch im 
Rahmen dieser Untersuchungen wurde Glucose als Substrat zur Durchführung von Referenz-
Kultivierungen im Kalorimeter eingesetzt. 
Für die Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf Glucose konnte unter den gewählten 
Versuchsbedingungen (Minimalmedium, pH 7,2, Sauerstoffeinleitung: 162 ml h-1, C-Quelle: 
5 mmol l-1 Glucose) eine gute Übereinstimmung der kalorimetrischen Messkurven erreicht 
werden (Abb. 5.4: Leistungskurven; Abb. 5.5: Enthalpie-Zeit-Darstellung). 
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Abb. 5.4: Leistungs-Zeit-Kurven für Kultivierungen von R. opacus 1CP auf 5 mmol l-1 Glucose. Die 
Wiederholungsmessungen wurden zur besseren Unterscheidung farblich gekennzeichnet. 
 
Zeit in h
0 10 20 30 40 50 60
−
∆H
 
in
 
kJ
 
m
ol
-
1
0
200
400
600
800
1000
1200
1400
 
Abb. 5.5: Enthalpie-Zeit-Darstellung der in Abb. 5.4 dargestellten Messungen (Kultivierungen von R. 
opacus 1CP auf 5 mmol l-1 Glucose). Die Enthalpiewerte der einzelnen Messungen betragen: 
() ∆H = -1288 kJ mol-1; () ∆H = -1324 kJ mol-1; () ∆H = -1305 kJ mol-1; 
Aus den Abbildungen wird sowohl die gute Übereinstimmung hinsichtlich der mikrobiellen 
Aktivität (Leistungs-Zeit-Kurven) als auch der während des Glucoseumsatzes ausgetauschten 
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Wärme (Enthalpie-Zeit-Kurven) ersichtlich. Das Abbrechen der Leistungskurven zeigt den 
Verbrauch der als Kohlenstoffquelle eingesetzten Glucose ca. 33 h [(33,1 ± 0,5) h] nach dem 
Start der Kultivierung an. Der ungestörte Verlauf der Leistungskurven lässt ein Kulturwachs-
tum ohne zusätzliche Limitierungen erkennen. 
Aus den Plateauwerten der Enthalpie-Zeit-Kurven (Abb. 5.5) konnte eine Enthalpieänderung 
von ∆H = (-1306 ± 10) kJ mol-1 für die auf Glucose durchgeführten Kultivierungen ermittelt 
werden. Die Streubreite der Plateauwerte von ∆H beträgt dabei lediglich 0,8%. 
Im Ergebnis der kalorimetrischen Messungen konnte nachgewiesen werden, dass bei der Un-
tersuchung mikrobieller Systeme, unter den gewählten Kulturbedingungen, eine sehr gute 
Reproduzierbarkeit erreicht werden kann. Die Enthalpieänderung eignet sich dabei hervorra-
gend als quantitatives Maß für die Reproduzierbarkeit der Kultivierung. Vergleichbare 
Enthalpiewerte wurden bereits im Vorfeld für die Kultivierung des Bakteriums Paracoccus 
pantotrophus DSM 65 auf Glucose bestimmt /144/. Diese Ergebnisse zeigen gute Überein-
stimmung mit den Daten für verschiedene Hefen- und Bakterienspezies beim aeroben Umsatz 
von Glucose sowie von Substraten gleichen Reduktionsgrades /72/. 
 
Ermittlung der Wachstumskinetik 
Wie bereits unter Punkt 5.1.2 diskutiert, entspricht die Darstellung der kalorimetrischen Daten 
in Form der Enthalpie-Zeit-Kurve einer klassischen Wachstumskurve. Sie bildet damit eine 
hervorragende Grundlage zur Auswertung des aufgezeichneten Wachstumsverhaltens ent-
sprechend den in der Populationsdynamik gebräuchlichen Modellen. Zur Beschreibung des 
Wachstumsverhaltens einer Bakterienspezies auf einer definierten Kohlenstoffquelle eignen 
sich das exponentielle und das logistische Wachstumsmodell. Während das exponentielle 
Wachstumsmodell eine idealisierte Population in einem unbegrenzten Lebensraum beschreibt, 
berücksichtigt das logistische Modell die begrenzte Kapazität des Lebensraumes /146/. 
Das exponentielle Modell betrachtet das Zellwachstum als Reaktion 1. Ordnung entsprechend 
Gleichung 5.1: 
  
( ) ( )tx
dt
tdx
⋅= µ  mit 0≥t       (5.1) 
Dabei repräsentiert x (allgemein Populationsdichte) die zum Populationswachstum proportio-
nale Größe. Der Parameter µ stellt die spezifische Wachstumsrate dar und wird als Differenz 
zwischen relativer Neubildungsrate (B) und relativer Sterberate (D) definiert (µ = B – D). Die 
spezifische Wachstumsrate µ gibt an, ob die betrachtete Population wächst (µ > 0), stagniert 
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(µ = 0) oder abnimmt (µ < 0). Das Populationswachstum verläuft damit entsprechend Glei-
chung 5.2 als Lösung der Differentialgleichung 5.1 in den Grenzen x0 – x: 
  ( ) textx ⋅⋅= µ0          (5.2) 
Bei Kultivierung im Batch-Ansatz durchläuft die Zellkultur unterschiedliche Wachstumspha-
sen. Diese Wachstumsphasen können mit Hilfe der spezifischen Wachstumsrate µ charakteri-
siert werden. In Tabelle 5.1 sind die Wachstumsphasen der Kultivierung im Batch-Ansatz 
beschrieben: 
Tab. 5.1: Phasen des Zellwachstums im Batch-Ansatz nach Doran (1999) /147/ 
Phase Beschreibung Spezifische 
Wachstumsrate 
Lag-Phase Zellen adaptieren sich an die neuen Kultivierungs-
bedingungen; kein bzw. nur geringes Kultur-
wachstum 
µ ≈ 0 
Beschleunigungsphase Übergang zum exponentiellen Wachstum µ < µmax 
Exponentielles Wachs-
tum 
Wachstum mit annähernd maximaler Wachstums-
rate 
µ ≈ µmax 
Verzögerungsphase Übergang zur stationären Phase; infolge des Ver-
brauchs der Nährstoffe bzw. Anhäufung inhibie-
render Produkte 
µ < µmax 
Stationäre Phase Wachstum stagniert  µ = 0 
Absterbephase Absterben der Zellen und Zell-Lyse µ < 0 
 
Während des exponentiellen Wachstums entspricht die spezifische Wachstumsrate der Zell-
kultur annähernd der maximalen spezifischen Wachstumsrate (µ ≈ µmax). Durch Anpassung 
der exponentiellen Wachstumsphase eines experimentell aufgezeichneten Kurvenverlaufs 
kann µmax ermittelt werden. Auf die Population einwirkende Umwelteinflüsse werden durch 
das exponentielle Modell nicht berücksichtigt. 
Das logistische Wachstumsmodell stellt eine Erweiterung des exponentiellen Modells dar. 
Die Einführung des Parameters K durch P. F. Verhulst (Gleichung 5.3; publiziert 1838 /148/) 
erlaubt die Berücksichtigung der begrenzten Kapazität eines Lebensraumes über die Rück-
kopplung der Populationsdichte x auf die Wachstumsrate µ. 
  
( ) ( ) ( )



−⋅=
K
tx
tx
dt
tdx 1µ  mit 0≥t      (5.3) 
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Lösung der Verhulst-Gleichung (5.3) ist die logistische Funktion (5.4) /149/: 
  ( ) ( )tcb
a
tL
⋅−+
=
exp1
 mit R∈cba ,,     (5.4) 
Die Parameter der logistischen Funktion besitzen dabei folgende biologische Bedeutung: 
  L(t) = x(t) = Populationsdichte; 
  a = K = Parameter; entspricht der im betrachteten System maximal 
    erreichbaren Populationsgröße; 
  c = µ = spezifische Wachstumsrate; 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird sowohl das exponentielle als auch das logistische 
Wachstumsmodell zur Interpretation der Enthalpie-Zeit-Kurven eingesetzt. Zur Bestimmung 
des charakteristischen Wachstumsparameters µ wurden die Enthalpie-Zeit-Kurven der Kulti-
vierung von Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf Glucose (vergleiche Abb. 5.5) 
durch die Exponentialfunktion sowie die logistische Funktion angepasst. In Abbildung 5.6 ist 
die experimentell ermittelte Enthalpiekurve gemeinsam mit beiden Wachstumsmodellen dar-
gestellt. Der Vergleich der experimentellen Daten mit den Wachstumsmodellen zeigt eine 
deutlich bessere Übereinstimmung mit der Exponentialfunktion (rote Kurve) gegenüber der 
logistischen Funktion (blaue Kurve) bis zum Verbrauch der Kohlenstoffquelle nach ca. 33 h. 
Dies zeigt ein nahezu uneingeschränktes Kulturwachstum mit der Kinetik einer Reaktion 
1. Ordnung und annähernd maximaler Wachstumsrate an. Die zum Wachstum benötigten 
Ressourcen sind bis zum vollständigen Verbrauch der Kohlenstoffquelle für die gesamte 
Zellkultur gut verfügbar. Für die auf Glucose durchgeführten Kultivierungen von Rhodococ-
cus opacus 1CP beträgt die spezifische Wachstumsrate µ = (0,25 ± 0,01) h-1. Die Genera-
tionszeit [td = ln(2) / µ] der Kultur beträgt damit 2,8 h. 
Für die Wachstumsraten von Rhodococcen bei Kultivierung auf Glucose sind bislang nur we-
nige Vergleichswerte verfügbar. Eine für die hier durchgeführten Untersuchungen maßgeb-
liche maximale Wachstumsrate wurde von I. Weißbach (Arbeitsgruppe Umweltmikrobiologie 
der TU Bergakademie Freiberg) durch Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf Gluco-
se in Batch-Kultur ermittelt und beträgt µmax = (0,30 ± 0,02) h-1 (Generationszeit: 2,3 h) /150/. 
Das Kulturwachstum von Rhodococcus opacus 1CP im Kalorimeter mit Glucose als gut ver-
fügbarem Wachstumssubstrat [spezifische Wachstumsrate µ = (0,25 ± 0,01) h-1; Generations-
zeit: 2,8 h], erfolgt demnach mit annähernd maximaler Wachstumsrate. Dies zeigt an, dass die 
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Zellkultur unter den im Kalorimeter gewählten Kultivierungsbedingungen, außer durch die 
Kohlenstoffquelle, keiner weiteren Limitierung unterliegt. 
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Abb. 5.6: () Enthalpie-Zeit-Kurve für das Wachstum von Rhodococcus opacus 1CP auf Glucose; 
() Anpassung des Kulturwachstums mit der Exponentialfunktion (Korrelationskoeffizient: 
r2 = 0,9998); () Anpassung der gesamten Kurve mit der logistischen Funktion (Korrelationskoeffi-
zient: r2 = 0,998). 
 
5.4 Besonderheiten der Kultivierung auf Alkanen 
Hydrophobe Substanzen wie Kohlenwasserstoffe stellen geeignete Substrate für die mikro-
bielle Biotensidproduktion dar. Hohe Trehaloselipid-Ausbeuten sind für den Einsatz der Al-
kane n-Tetradecan, n-Pentadecan und n-Hexadecan als Kohlenstoffquelle beschrieben /151, 
152, 33/. 
Der wasserunlösliche Charakter der als Kohlenstoffquelle eingesetzten Alkane besitzt deut-
liche Auswirkungen auf die Eigenschaften des untersuchten Systems. Dies wird im folgenden 
Experiment illustriert. In ein Becherglas wurden 60 ml Kulturmedium vorgelegt und mit einer 
Kulturprobe (1,5 ml) Rhodococcus opacus 1CP angeimpft. Die Einleitung von Sauerstoff in 
die Kulturbrühe erfolgte über eine Glaspipette (im Becherglas links). Als Kohlenstoffquelle 
wurden 29 µmol (7,5 µl) n-Tetradecan über eine Edelstahlkapillare (rechts) in den Kulturan-
satz gegeben. Die Durchmischung der Kulturbrühe erfolgte mit Hilfe eines Magnetrührers bei 
geringer Rührgeschwindigkeit. 
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Infolge der geringen Wasserlöslichkeit der Kohlenstoffquelle treten bereits bei der Zugabe des 
Alkans in das wässrige Kulturmedium Inhomogenitäten auf. Die zugegebenen Al-
kantröpfchen grenzen sich deutlich vom umgebenden Kulturmedium ab (Abb. 5.7 A und B), 
wodurch eine geringere Bioverfügbarkeit dieser Kohlenstoffquelle zu erwarten ist. 
 
  
 Abb. 5.7 A: Kultivierung von R. opacus 1CP Abb. 5.7 B: Tetradecantropfen an der 
 (Zugabe n-Tetradecan) Einleitungskapillare 
  (Bildausschnitt Abb. 5.7 A) 
 
Alkanverwertenden Mikroorganismen wie Rhodococcus opacus 1CP gelingt es durch 
Hydrophobisierung der Zelloberfläche und letztendlich Abgabe von Biotensiden in das Kul-
turmedium kleinere Alkantröpfchen zu emulgieren, sich an diese anzulagern und somit deren 
Bioverfügbarkeit zu erhöhen. Die hier eingesetzte Zellkulturprobe wurde bereits auf 
n-Tetradecan vorkultiviert und erweist sich als hervorragend an die hydrophobe Kohlenstoff-
quelle angepasst. Bereits nach 10 min Inkubationszeit treten erste fädige Aggregate auf, wel-
che sich aufgrund der Rührbedingungen an der Edelstahlkapillare anlagern (Abb. 5.7 C). 
Durch das Wachstum der alkanverwertenden Bakterien kommt es zur Ansammlung von Zel-
len in den emulgierten Tröpfchen. Es bilden sich größere Zellaggregate, welche ebenfalls zur 
Anlagerung an Oberflächen befähigt sind und so den Kontakt mit dem umgebenden Wasser 
minimieren. Die Abbildungen 5.7 C bis G zeigen die Entwicklung der Zellaggregate mit fort-
schreitender Inkubationszeit. 
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 Abb. 5.7 C: Kultivierung von R. opacus 1CP Abb. 5.7 D: Kultivierung von R. opacus 1CP 
 auf n-Tetradecan (Inkubationsdauer: 10 min) auf n-Tetradecan (Inkubationsdauer: 3 h)  
 
  
 Abb. 5.7 E: Kultivierung von R. opacus 1CP Abb. 5.7 F: Kultivierung von R. opacus 1CP 
 auf n-Tetradecan (Inkubationsdauer: 20 h) auf n-Tetradecan (Inkubationsdauer: 46 h) 
 
    
 Abb. 5.7 G: Kultivierung von R. opacus 1CP Abb. 5.7 H: Zellaggregate an der 
 auf n-Tetradecan (Inkubationsdauer: 89 h) Einleitungskapillare und der Wand 
  des Becherglases (Bildausschnitt Abb. 5.7. G) 
 
Die Zellaggregate lagern sich dabei bevorzugt an der Edelstahlkapillare sowie an verschiede-
nen Stellen der Wand des Becherglases an (Abb. 5.7 H). Im Volumen der Kulturbrühe ist da-
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gegen keine Zunahme der Trübung zu verzeichnen. An der zur Gaseinleitung genutzten Glas-
pipette erfolgte ebenfalls keine Anlagerung von Zellaggregaten. 
Nach einer Inkubationszeit von ca. 46 h wurde eine verstärkte Schaumbildung an der Ober-
fläche der Kulturbrühe verzeichnet. Die aus der Kulturbrühe austretenden Sauerstoffblasen 
bleiben, im Vergleich zum Beginn des Experimentes, länger bestehen. Dies weist auf eine 
Herabsetzung der Oberflächenspannung in der wässrigen Kulturbrühe hin und steht in gutem 
Zusammenhang mit der beim Wachstum von Rhodococcus opacus auf Alkanen erwarteten 
Biotensidbildung. 
Die Abbildungen zeigen deutlich die bei Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf Al-
kanen auftretenden Inhomogenitäten. Dies erschwert die Aufzeichnung des Wachstumsver-
haltens mit klassischen mikrobiologischen Methoden erheblich. Insbesondere photometrische 
Methoden können hier nicht mehr effektiv eingesetzt werden. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Wachstumsverhalten von Rhodococcus opa-
cus 1CP auf n-Tetradecan und n-Hexadecan daher mit kalorimetrischen Methoden aufge-
zeichnet. Bei Kultivierung auf Alkanen ist ein deutlicher Einfluss der Aggregatbildung auf 
das Wachstumsverhalten der Zellkultur zu erwarten. Anhand der durch kalorimetrische Mes-
sung aufgezeichneten mikrobiellen Aktivität kann dieser Einfluss erfasst werden, wodurch 
eine Interpretation der dabei ablaufenden Vorgänge ermöglicht wird. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sind im Folgenden dargestellt. 
 
5.5 Kultivierung auf n-Tetradecan (C14H30) 
Die Kultivierungen von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Tetradecan erfolgten unter ver-
gleichbaren Bedingungen zur Kultivierung auf Glucose. Zur kalorimetrischen Untersuchung 
des Wachstumsprozesses wurden die Zellkulturproben (Inokulum) gemeinsam mit dem Mi-
nimalmedium ohne Kohlenstoffquelle in das Kalorimetergefäß pipettiert. Abbildung 5.8 zeigt 
das Kalorimetergefäß des LKB 8710 mit Glaskapillare zur Einleitung von Sauerstoff sowie 
Edelstahlkapillare zur Zugabe der Kohlenstoffquelle. Die Sauerstoffversorgung der Zellkultur 
erfolgte durch direkte Sauerstoffeinleitung in den Kulturansatz mit einer Einleitungsge-
schwindigkeit von 162 ml O2 h-1. Die wasserunlösliche Kohlenstoffquelle wurde nach Einstel-
lung des thermischen Gleichgewichtes im Kalorimeter über Hamilton-Mikroliterspritzen, un-
ter Verwendung geeigneter Spritzenpumpen, in den Kulturansatz dosiert. Der daraufhin ein-
setzende Wachstumsprozess wurde durch kalorimetrische Messung aufgezeichnet. 
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Abb. 5.8: Kalorimetergefäß des LKB 8710 mit Glaskapillare zur Sauerstoffeinleitung (links) und  
Edelstahlkapillare zur Zugabe der Kohlenstoffquelle (rechts). Das Kalorimetergefäß ist mit 90 ml Kul-
turmedium befüllt. 
Zur Bewertung der Reproduzierbarkeit der Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf 
n-Tetradecan sind in Abbildung 5.9 Leistungskurven von drei aufeinanderfolgenden Messun-
gen dargestellt. 
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Abb. 5.9: Umsatz von n-Tetradecan durch Rhodococcus opacus 1CP; Messkurven für drei Kulturpro-
ben bei gleicher Probenvorbereitung; Zugabe von jeweils 58 µmol (15 µl) n-Tetradecan; Messung mit 
dem LKB 8710 (Kalorimetergefäß Abb. 5.8). Die Enthalpiewerte der einzelnen Messungen betra-
gen: () ∆H = -3510 kJ mol-1; () ∆H = -3822 kJ mol-1; () ∆H = -3663 kJ mol-1. 
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Die Messkurven zeigen in ihrer Kurvenform eine hinreichende Übereinstimmung. Bei Aus-
wertung der Flächen unter den in Abbildung 5.9 dargestellten Kurven wurde eine Enthalpie 
von ∆H = (-3665 ± 90) kJ mol-1 ermittelt. Die Streubreite der Ergebnisse von ca. 2,5% weist 
für die Kultivierung auf n-Tetradecan eine gute Reproduzierbarkeit aus. 
Weitere Kultivierungen von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Tetradecan wurden unter Varia-
tion des Zugabevolumens der Kohlenstoffquelle durchgeführt. In Abbildung 5.10 sind stell-
vertretend je eine Leistungskurve des Kulturwachstums nach Zugabe von 58 µmol (15 µl) und 
192 µmol (50 µl) n-Tetradecan dargestellt. 
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Abb. 5.10: Leistungskurven des Umsatzes von n-Tetradecan durch Rhodococcus opacus 1CP; 
() Zugabe von 58 µmol (15 µl) n-Tetradecan; () Zugabe von 192 µmol (50 µl) n-Tetradecan. 
 
Die Leistungskurven (Abb. 5.9, 5.10) zeigen die Fähigkeit von Rhodococcus opacus 1CP zur 
Nutzung von n-Tetradecan als Wachstumssubstrat. Bei Vergrößerung der zugegebenen Tetra-
decan-Stoffmenge von 58 µmol auf 192 µmol steigt das Leistungsmaximum deutlich an 
(Abb. 5.10 rote Kurve). Dies spiegelt eine stärkere Stoffwechselaktivität und damit eine hö-
here Zellzahl im Kulturansatz wieder. Ein Anstieg der Zellzahl führt jedoch zu einem schnel-
leren Verbrauch der Kohlenstoffquelle. Der Substratumsatz erfolgt dementsprechend, sowohl 
für 58 µmol als auch für 192 µmol n-Tetradecan, annähernd innerhalb der gleichen Zeitspan-
ne von ca. 70 h. Dieses Verhalten illustriert deutlich das Wachstum der Zellkultur in Abhän-
gigkeit der Stoffmenge der zugegebenen Kohlenstoffquelle. Bei Vergleich mit den Leistungs-
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kurven der Kultivierung auf Glucose (Abbildung 5.4) zeichnen sich deutliche Unterschiede 
hinsichtlich der Wachstumskinetik ab. 
In Abbildung 5.11 sind die aus beiden Messungen berechneten Enthalpie-Zeit-Kurven darge-
stellt. Bezogen auf die Stoffmenge der Kohlenstoffquelle wird bei beiden Kultivierungen die 
gleiche Wärme ausgetauscht. Dies zeigt die Proportionalität von eingesetzter Stoffmenge und 
ausgetauschter Wärme an. Die im Rahmen dieser Experimente für den Tetradecanumsatz er-
mittelte Enthalpie beträgt ∆H = (-3686 ± 45) kJ mol-1 und bestätigt nochmals die gute Repro-
duzierbarkeit der Kultivierungen auf n-Tetradecan. 
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Abb. 5.11: Enthalpie-Zeit-Kurve für den Umsatz von n-Tetradecan durch Rhodococcus opacus 1CP; 
() Zugabe von 58 µmol (15 µl) n-Tetradecan; () Zugabe von 192 µmol (50 µl) n-Tetradecan. 
 
Zur kinetischen Bewertung des Wachstumsverhaltens wurden auch die Messkurven der auf 
192 µmol (50 µl) n-Tetradecan durchgeführten Kultivierungen mit dem exponentiellen und 
dem logistischen Wachstumsmodell angepasst. Abbildung 5.12 gibt das Ergebnis der Kurven-
anpassung wieder. 
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Abb. 5.12: () Enthalpie-Zeit-Kurve für das Wachstum von Rhodococcus opacus 1CP auf 192 µmol 
(50 µl) n-Tetradecan; Kulturvolumen: 90 ml; () Anpassung des Kulturwachstums mit der Exponen-
tialfunktion (Korrelationskoeffizient: r2 = 0,996); () Anpassung der gesamten Kurve mit der logisti-
schen Funktion (Korrelationskoeffizient: r2 = 0,9999). 
 
Im Gegensatz zur Kultivierung auf Glucose erweist sich das Wachstum auf n-Tetradecan als 
stark durch Milieufaktoren beeinflusst. Die Enthalpie-Zeit-Kurve lässt sich nahezu vollständig 
mit der logistischen Funktion (blaue Kurve) anpassen, während die Exponentialfunktion (rote 
Kurve) lediglich zur annähernden Beschreibung des Kurvenverlaufs unterhalb 20 h geeignet 
erscheint. Das exponentielle Wachstum, welches bei Kultivierung auf Glucose bis zum 
Verbrauch der Kohlenstoffquelle anhielt, erfolgt bei der Kultivierung auf n-Tetradecan ledig-
lich am Beginn des mikrobiellen Substratumsatzes (t < 20 h). Danach geht die Enthalpie-Zeit-
Kurve in nahezu lineares Verhalten über, das bis ca. 33 h anhält. 
Als das zur Enthalpie-Zeit-Kurve gehörende differentielle Signal bietet die Leistungskurve 
(vergleiche Abb. 5.10 rote Kurve) zusätzliche Informationen über den Wachstumsprozess. Im 
Bereich von 19 h ist auch hier ein flacher werdender Anstieg erkennbar, welcher auf das Ma-
ximum der Leistungskurve nach 28 h zuläuft. Das Maximum des differentiellen Signals kenn-
zeichnet einen Wendepunkt in der Enthalpie-Zeit-Kurve. Der im Gegensatz zur Kultivierung 
auf Glucose sehr flach ausgeprägte Bereich um das Maximum, welcher für einige Messkur-
ven auch in Form kurzer Plateauphasen auftritt, zeigt in diesem Zeitraum eine annähernd kon-
stante Anzahl aktiver Zellen an. Nach Durchlaufen dieses Bereiches (hier oberhalb 33 h) ist 
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das exponentielle Abklingen der mikrobiellen Aktivität in der Leistungskurve erkennbar. Aus 
dem Rückgang der mikrobiellen Aktivität resultiert ein rückläufiges Wachstum mit negativer 
Wachstumsrate (µ < 0). 
Die gute Übereinstimmung der experimentellen Daten mit dem logistischen Modell weist für 
die betrachtete Kultur auf ein zum Populationsumfang proportionales und durch Umweltfak-
toren begrenztes Wachstum hin. Nähert sich die Individuenzahl der Kapazitätsgrenze K, ver-
ringert sich die spezifische Wachstumsrate µ der Kultur. Die Begrenzung des Kulturwachs-
tums im Batch-Ansatz erfolgt durch die Stoffmenge der eingesetzten Kohlenstoffquelle. Bis 
zum vollständigen Umsatz von n = 192 µmol n-Tetradecan wurde eine Wärme von 
∆h ≈ -705 J ausgetauscht. Das Maximum der Enthalpie-Zeit-Kurve liegt dementsprechend bei 
einer Enthalpie von ∆H = -3674 kJ mol-1 (∆H = ∆h / nTetradecan). Die Kapazität des Systems 
wird damit durch den Parameter K der Verhulst-Gleichung korrekt beschrieben. 
Der Verlauf der Enthalpie-Zeit-Kurve charakterisiert einen Wachstumsprozess, bei dem die 
zum Wachstum benötigten Ressourcen, nach Erreichen einer bestimmten Zelldichte, nur noch 
einem Bruchteil der vorhandenen Zellen zur Verfügung stehen. Dies kann als Folge der Ab-
sättigung der günstigen Positionen an der Grenzfläche der Alkantröpfchen zum wässrigen 
Kulturmedium verstanden werden. Die Absättigung dieser Positionen erfolgt dabei im Rah-
men des Wachstums der Zellaggregate an den Alkantröpfchen. 
Zu Beginn der Kultivierung steht dem Alkan eine geringe Zellzahl im Volumen des Kultur-
mediums gegenüber. Für Bakterienzellen, welche an die Grenzfläche Alkan / Wasser gelan-
gen, ist sowohl das Kulturmedium, mit Stickstoffquelle und dem gelösten Sauerstoff, als auch 
das Alkan als Kohlenstoffquelle zugänglich. Die an anderen Positionen befindlichen Bak-
terienzellen werden durch den Mangel an einer oder mehreren Komponenten am Wachstum 
gehindert. Abbildung 5.13 A illustriert diesen Zustand. In der Abbildung wurde Sauerstoff 
(O2) stellvertretend für die im wässrigen Kulturmedium gelösten Komponenten dargestellt. 
Die zum Wachstum befähigten Bakterienzellen wurden rot gekennzeichnet. 
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Abb. 5.13 A      Abb. 5.13 B 
   
Abb. 5.13 C      Abb. 5.13 D 
Die Enthalpie-Zeit-Kurven weisen zum Beginn der Kultivierung ein exponentielles Kultur-
wachstum aus. Innerhalb dieses Zeitraumes werden alle neu gebildeten Zellen ausreichend 
versorgt und können ihrerseits zum Kulturwachstum beitragen. Das exponentielle Kultur-
wachstum geht ab einer Inkubationsdauer von ca. 20 h in lineares Wachstum über. Dies zeigt 
an, dass nicht mehr alle neu gebildeten Zellen zum Wachstum befähigt sind. Ein derartiges 
Verhalten ist zu erwarten, wenn neu gebildete Zellen an Positionen im sich entwickelnden 
Zellaggregat verdrängt werden, an denen keine ausreichende Versorgung mit den zum 
Wachstum benötigten Komponenten gewährleistet ist. Zellen die dabei in das Volumen des 
Alkantröpfchens abgedrängt werden erfahren eine Abschirmung von Stickstoffquelle und 
Sauerstoff durch die metabolisch aktiven Zellen an der Grenzfläche Alkan / Wasser. Für Zel-
len, welche dagegen in das Kulturmedium abgedrängt werden, steht keine Kohlenstoffquelle 
mehr zur Verfügung. Sobald alle günstigen Positionen an der Grenzfläche Alkan / Wasser mit 
Zellen besetzt sind, beginnt die Stagnation des Kulturwachstums (siehe Abbildung 5.13 B). 
Die im Vergleich zur Kultivierung auf Glucose sehr flach ausgeprägten Leistungsmaxima 
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(vergleiche Abb. 5.4 und Abb. 5.10), welche zumindest über einen kurzen Zeitraum eine kon-
stante mikrobielle Aktivität anzeigen, stützen diese Interpretation. 
Für die Kultivierung auf Glucose konnten die Leistungsmaxima dem Verbrauch der vorgeleg-
ten Kohlenstoffquelle zugeordnet werden. Im Fall von Glucose äußert sich dies durch starke 
Herabsetzung der mikrobiellen Aktivität der gesamten Zellkultur und damit im abrupten Ab-
brechen der Leistungskurve, welches wiederum einen deutlich erkennbaren Knick in der 
Enthalpie-Zeit-Kurve verursacht. Das Abklingen der Leistungskurven bei Kultivierung auf 
Alkanen erfolgt im Gegensatz dazu exponentiell und zeigt einen allmählichen Rückgang der 
mikrobiellen Aktivität an. Dieses Verhalten erscheint unter Berücksichtigung der Ausbildung 
von Zellaggregaten interpretierbar. Im Verlauf der Kultivierung nimmt die Stoffmenge der 
Kohlenstoffquelle proportional zum Kulturwachstum stetig ab. Damit verringert sich auch die 
Anzahl der mit allen zum Wachstum benötigten Komponenten versorgten Positionen. Die nun 
gut ausgebildeten Aggregate schirmen die Alkantröpfchen immer mehr vom umgebenden 
Kulturmedium ab, wodurch sich die Anzahl der metabolisch aktiven Zellen verringert (Abbil-
dung 5.13 C). 
Durch den Bewuchs der Grenzfläche Alkan / Wasser können Teile der Kohlenstoffquelle vom 
umgebenden Kulturmedium und damit von Nährstoffen und insbesondere vom Sauerstoff 
abgetrennt werden. Die so abgegrenzten Volumina werden erst bei Zerfall der Aggregate wie-
der als Kohlenstoffquelle verfügbar (Abbildung 5.13 D). Derartige Einschlüsse bieten der 
Zellkultur eine Reserve bei fortschreitender Verarmung des Kulturansatzes an Kohlenstoff-
quelle. Das „Aufbrechen“ der Zellaggregate um die Alkantröpfchen führt zur allmählichen 
Freigabe der durch Bewuchs vom übrigen Kulturmedium abgetrennten Alkanreste. Da das 
exponentielle Abklingen der Leistungskurven bis zum Erreichen des Basislinienniveaus an-
hält ist davon auszugehen, dass die Kohlenstoffquelle, im Gegensatz zur Kultivierung auf 
Glucose, erst bei Rückkehr der Leistungskurve zur Basislinie verbraucht ist. 
Die auf Basis der logistischen Funktion für das Wachstum von Rhodococcus opacus 1CP auf 
n-Tetradecan ermittelte spezifische Wachstumsrate beträgt µ = (0,16 ± 0,01) h-1. Die Anpas-
sung der experimentellen Daten mit der Exponentialfunktion im Bereich bis 20 h bestätigt die 
Wachstumsrate von µ = 0,16 h-1. Damit beträgt die Generationszeit von Rhodococcus opacus 
1CP beim Wachstum auf n-Tetradecan ca. 4,3 h. Das exponentielle Wachstum auf 
n-Tetradecan erfolgt dementsprechend langsamer als das Wachstum auf Glucose mit einer 
Generationszeit von 2,8 h (µ = 0,25 h–1). Für das Wachstum diverser Rhodococcus equi 
Stämme auf n-Hexadecan werden von Bouchez-Naitali et al. spezifische Wachstumsraten 
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zwischen 0,12 h-1 bis 0,19 h-1 beschrieben /32/. Diese spezifischen Wachstumsraten stimmen 
gut mit den Ergebnissen für das Wachstum von Rhodococcen auf Alkanen überein. 
Wie im Experiment unter Punkt 5.4 treten auch bei der Kultivierung im Kalorimeter Zellag-
gregate auf. Die Abbildungen 5.14 A und B (verschiedene Kultivierungen) zeigen Kalorime-
tergefäße nach dem Ausbau am Ende der Kultivierung. Die zu Zellaggregaten zusammenge-
schlossene Biomasse ist deutlich in den Kalorimetergefäßen sichtbar. Durch Rührung und 
Sauerstoffeinleitung werden die Zellaggregate ständig durch das Volumen des Kulturansatzes 
bewegt. Die Durchmischung der Kulturbrühe ermöglicht den für die kalorimetrische Messung 
erforderlichen schnellen Wärmeaustausch. Nach dem Abschalten der Rührung und Abtrennen 
der Gaseinleitung sinken die Zellaggregate auf den Boden des Kalorimetergefäßes ab. Eine 
Anheftung von Aggregaten ist nur in geringem Umfang an den Kapillaren und dem Rührer 
(Abbildung 5.14 A) zu beobachten. 
 
   
Abb. 5.14 A     Abb. 5.14 B     
Kalorimetergefäße des LKB 8710 nach Ausbau der Kultivierungen von Rhodococcus opacus 1CP auf 
n-Tetradecan; Biomasse liegt in Form von Zellaggregaten vor. 
 
5.6 Kultivierung auf n-Hexadecan (C16H34) 
Analog zur Kultivierung auf n-Tetradecan wurden Kultivierungen von Rhodococcus opacus 
1CP auf n-Hexadecan durchgeführt. In Abbildung 5.15 sind die Leistungskurven der Kultivie-
rungen nach Zugabe von 170 µmol (50 µl) n-Hexadecan aufgetragen. Die zugehörigen 
Enthalpie-Zeit-Kurven sind in Abbildung 5.16 dargestellt. Aus beiden Abbildungen wird eine 
hervorragende Übereinstimmung der Kurvenverläufe ersichtlich, welche die ausgesprochen 
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gute Reproduzierbarkeit der Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Hexadecan 
illustriert. Die Auswertung der experimentellen Daten hinsichtlich der ausgetauschten Wärme 
ergab für den mikrobiellen Hexadecanumsatz eine Enthalpie von ∆H = (-4690 ± 80) kJ mol-1. 
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Abb. 5.15: Leistungskurven des Umsatzes von n-Hexadecan durch Rhodococcus opacus 1CP; Zugabe 
von 170 µmol (50 µl) n-Hexadecan. Die Wiederholungsmessungen wurden zur besseren Unterschei-
dung farblich gekennzeichnet. 
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Abb. 5.16: Enthalpie-Zeit-Kurven für den Umsatz von n-Hexadecan durch Rhodococcus opacus 1CP; 
Zugabe von 170 µmol (50 µl) n-Hexadecan. 
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Vergleichbar zu den Leistungskurven in Abb. 5.9 und Abb. 5.10 für die Kultivierung auf 
n-Tetradecan treten die Maxima der Leistungskurven nach 20 h bis 30 h auf. Die Absättigung 
der günstigen Positionen an der Oberfläche der Alkantröpfchen erfolgt demnach für beide 
Alkane in einem annähernd gleichen Zeitraum. Die Gegenüberstellung der Enthalpien des 
mikrobiellen Tetradecanumsatzes von ∆H = (-3665 ± 90) kJ mol-1 und des Hexadecanumsat-
zes von ∆H = (-4690 ± 80) kJ mol-1 weist n-Hexadecan als das energiereichere Substrat aus. 
Dies steht in guter Übereinstimmung mit dem langsameren Abklingen der Leistungskurven 
der Hexadecankultivierungen. Das Abklingen der Leistungskurven, welches für die Tetrade-
cankultivierungen nach ca. 70 h beendet ist, erscheint für die Kultivierungen auf n-Hexadecan 
bis über 95 h ausgedehnt. 
Wie für die Kultivierungen auf Glucose und n-Tetradecan wurden auch die bei Kultivierung 
auf n-Hexadecan erhaltenen Enthalpie-Zeit-Kurven auf ihre Übereinstimmung mit dem expo-
nentiellen und dem logistischen Wachstumsmodell hin untersucht. Abbildung 5.17 zeigt die 
dabei zu diskutierenden Kurvenverläufe. 
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Abb. 5.17: () Enthalpie-Zeit-Kurve für das Wachstum von Rhodococcus opacus 1CP auf 
n-Hexadecan; () Anpassung des Kulturwachstums mit der Exponentialfunktion; () Anpassung der 
gesamten Kurve mit der logistischen Funktion. 
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Auch bei Kultivierung auf n-Hexadecan entspricht der Verlauf der Enthalpie-Zeit-Kurve 
(schwarz) generell dem logistischen Wachstumsmodell (blaue Kurve; Korrelationskoeffizient: 
r2 = 0,998). Eine nahezu ideale Übereinstimmung wie für die Enthalpie-Zeit-Kurven der Kul-
tivierung auf n-Tetradecan (Korrelationskoeffizient: r2 = 0,9999) wurde für die Hexadecan-
kultivierungen jedoch nicht beobachtet. Zu Beginn des Substratumsatzes bis ca. 17 h nach 
Zugabe der Kohlenstoffquelle zeigt die Enthalpie-Zeit-Kurve exponentielles Verhalten. In 
diesem Zeitraum ist eine gute Anpassung mit dem exponentiellen Modell möglich (rote Kur-
ve; Korrelationskoeffizient: r2 = 0,998). Damit lässt sich eine spezifische Wachstumsrate von 
µ = (0,12 ± 0,01) h-1 für den betrachteten Wachstumsprozess bestimmen. 
Die Wachstumsraten für Rhodococcus opacus 1CP liegen also beim Wachstum auf 
n-Tetradecan (µ = 0,16 h-1) und n-Hexadecan (µ = 0,12 h-1) in der gleichen Größenordnung 
und stimmen gut mit den für das Wachstum von Rhodococcus equi auf n-Hexadecan publi-
zierten Daten (µ = 0,12 h-1 – 0,19 h-1) überein /32/. Mit Generationszeiten von 4,3 h auf 
n-Tetradecan und 5,8 h auf n-Hexadecan erfolgt das exponentielle Wachstum auf beiden Al-
kanen bedeutend langsamer als auf Glucose (td = 2,8 h). 
Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Kultivierungen von Rhodococcus opacus 1CP auf 
unterschiedlichen Kohlenstoffquellen nochmals zusammenfassend dargestellt werden. An-
hand der kalorimetrischen Messkurven der durchgeführten Kultivierungen wird ersichtlich, 
dass Rhodococcus opacus 1CP zur Nutzung aller getesteten Kohlenstoffquellen (Glucose, 
n-Tetradecan, n-Hexadecan) als Wachstumssubstrat befähigt ist. Zur quantitativen Erfassung 
der Reproduzierbarkeit der Kultivierungen wurde die Enthalpie der untersuchten Wachstums-
prozesse betrachtet. 
Für die unterschiedlichen Kohlenstoffquellen konnten folgende Enthalpien mit dem LKB 
8710 precision calorimetry system ermittelt werden: 
  Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf 
  Glucose:  ∆H = (-1306 ± 10) kJ mol-1;  
  n-Tetradecan:  ∆H = (-3665 ± 90) kJ mol-1;  
  n-Hexadecan:  ∆H = (-4690 ± 80) kJ mol-1.  
Die Streubreiten aller Enthalpiewerte liegen unterhalb 3%. Damit konnte für die Kultivierun-
gen auf allen Substraten die zur Durchführung vergleichender Untersuchungen notwendige 
Reproduzierbarkeit erreicht werden. 
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Bei der Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf allen Substraten (Glucose, 
n-Tetradecan, n-Hexadecan) wurden Bereiche exponentiellen Wachstums registriert, für die 
substratspezifische Wachstumsraten zum Vergleich mit Literaturwerten angegeben werden 
können: 
 Spezifische Wachstumsraten für die Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf 
 Glucose:  µ = (0,25 ± 0,01) h-1;  Generationszeit: td = 2,8 h; 
 n-Tetradecan:  µ = (0,16 ± 0,01) h-1;  Generationszeit: td = 4,3 h; 
 n-Hexadecan:  µ = (0,12 ± 0,01) h-1;  Generationszeit: td = 5,8 h. 
Die Auswertung der Enthalpie-Zeit-Kurven hinsichtlich der vorliegenden Wachstumskinetik 
ergab deutliche Unterschiede zwischen den Kultivierungen auf Glucose und den Kultivierun-
gen auf den Alkanen. Das bis zum Verbrauch der Kohlenstoffquelle nahezu vollständig expo-
nentielle Wachstum der Zellkultur auf Glucose entspricht dem idealisierten Wachstumsmo-
dell einer Reaktion 1. Ordnung. Dieser experimentelle Befund bestätigt die Rolle der Glucose 
als nahezu ideales Wachstumssubstrat. 
Das Wachstum der Zellkultur auf den Alkanen zeigt dagegen eine bessere Übereinstimmung 
mit dem logistischen Wachstumsmodell. Die Verringerung der spezifischen Wachstumsrate 
resultiert dabei aus der Interaktion der Zellkultur mit der wasserunlöslichen Kohlenstoffquel-
le. 
 
5.7 Gaschromatographische Untersuchung des Restalkangehaltes 
Der deutliche Unterschied im Verlauf der Leistungskurven zwischen den Kultivierungen auf 
Glucose und Alkanen weist darauf hin, dass das als Kohlenstoffquelle eingesetzte Alkan, im 
Gegensatz zu Glucose, erst bei Rückkehr der Leistungskurve zur Basislinie vollständig ver-
braucht ist. Zur Überprüfung dieses Befundes erfolgten gaschromatographische Untersuchun-
gen von Kulturansätzen im Bereich abklingender Leistungskurven. Parallel durchgeführte 
Kultivierungen von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Hexadecan im Kalorimeter wurden dazu 
vor dem vollständigen Abklingen der Leistungskurve nach 72 h und nach 75 h abgebrochen. 
Der Inhalt der Kalorimetergefäße wurde mehrfach mit n-Heptan extrahiert. Die Heptanphasen 
wurden anschließend gaschromatographisch auf Rückstände von n-Hexadecan untersucht. In 
Abbildung 5.18 sind die Leistungskurven der Kultivierungen dargestellt. Die Abbruchzeit-
punkte sind durch Pfeile markiert. Weiterhin ist die bis zum Abbruch der Kultivierung ausge-
tauschte Wärme als Enthalpieänderung angegeben. 
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Abb. 5.18: Leistungskurven der Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Hexadecan; Ab-
bruch der Messungen zur gaschromatographischen Untersuchung auf Restalkan. Die Enthalpiewerte 
der Messungen betragen: () ∆H = -4641 kJ mol-1; () ∆H = -4333 kJ mol-1. 
 
Die Ergebnisse der gaschromatographischen Untersuchung sind in Tabelle 5.2 dargestellt: 
Tab. 5.2: Ergebnisse der zur Restalkanbestimmung abgebrochenen Kultivierungen von Rhodococcus 
opacus 1CP auf n-Hexadecan 
Abbruch der Messung ∆H bis Abbruch Restalkan laut GC Stoffmenge Restalkan 
Nach 72 h -4641 kJ mol-1 
 (4,00 ± 0,04) mg l-1 Heptan 1,77 µmol 
Nach 75 h -4333 kJ mol-1 
 (9,183 ± 0,005) mg l-1 Heptan 4,06 µmol 
 
Bis zum Abbruch der ersten Kultivierung nach 72 h wurde eine Enthalpie von 
∆H = -4641 kJ mol-1 ermittelt. Verglichen mit der Enthalpie des Hexadecanumsatzes von 
∆H = (-4690 ± 80) kJ mol-1 zeigt dies, im Rahmen des Fehlers, einen nahezu vollständigen 
Verbrauch der Kohlenstoffquelle an. Entsprechend dem Ergebnis der gaschromatographi-
schen Untersuchung beträgt die Stoffmenge des im Kulturansatz verbliebenen Alkans 
n = 1,77 µmol. Diese Stoffmenge entspricht ca. 1% der zu Beginn der Kultivierung vorgeleg-
ten Stoffmenge von 170 µmol n-Hexadecan. 
Für die nach 75 h abgebrochene Kultivierung wurde eine Enthalpie von ∆H = -4333 kJ mol-1 
ermittelt. Trotz längerer Kultivierungsdauer zeigt der Enthalpiewert damit einen geringeren 
Fortschritt des Alkanumsatzes, im Vergleich zur Parallelmessung, an. Die gaschroma-
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tographisch bestimmte Stoffmenge des Restalkans von 4,06 µmol entspricht ca. 2,4% der 
vorgelegten Kohlenstoffquelle. Der im Vergleich zur Parallelmessung größere Fehlbetrag an 
umgesetztem Alkan wird dabei tendenziell über den geringeren Enthalpiewert wiedergegeben. 
Im Rahmen der gaschromatographischen Untersuchung konnten nichtumgesetzte Alkanreste 
noch im Bereich des fortgeschrittenen Abklingverhaltens der Leistungskurven nachgewiesen 
werden. Dies bestätigt den Befund der kalorimetrischen Messungen, nachdem das im Ver-
gleich zur Kultivierung auf Glucose langsamere Abklingen der Leistungskurven, bei Kultivie-
rung auf Alkanen, auf unverbrauchte Kohlenstoffquelle im Kulturansatz zurückzuführen ist. 
Die gaschromatographische Untersuchung stützt somit die Interpretation der kalorimetrischen 
Ergebnisse. 
Die ermittelte Enthalpie korreliert mit dem gaschromatographisch bestimmten Restalkange-
halt. Bei der Auswertung der Leistungskurven erweist sich die ausgetauschte Wärme (hier 
angegeben als Enthalpieänderung) als zuverlässiges Maß für den Substratumsatz. Die Kulti-
vierungsdauer ist dagegen nur bedingt zur Beschreibung des fortschreitenden Substratumsat-
zes geeignet. 
 
5.8 Untersuchung des Aggregationsverhaltens durch Partikelgrößenbestimmung 
Die Ergebnisse der kalorimetrischen Messungen zeigen für die Kultivierung auf Alkanen ein 
Wachstumsverhalten an, welches stark durch die Eigenschaften der Kohlenstoffquelle sowie 
durch die Ausbildung von Zellaggregaten beeinflusst wird. Dies muss auch anhand der Ent-
wicklung der Aggregate im Kulturansatz nachvollziehbar sein. Zur Verifizierung der Interpre-
tation der Aggregatbildung erfolgte daher die Bestimmung der Partikelgrößenverteilung in 
Zellkulturen beim Wachstum auf Alkanen. Dazu wurden 200 ml Kulturansätze mit 50 µl 
n-Hexadecan als Energie- und Kohlenstoffquelle in 1 l Kulturkolben hergestellt und mit einer 
Vorkultur Rhodococcus opacus 1CP angeimpft. Der Verlauf der Aggregatbildung in den 
Kulturansätzen wurde durch Partikelgrößenmessung mittels Laserbeugung verfolgt. Die Mes-
sungen wurden in einem Gerät der COULTER® LS-Serie durchgeführt. Trotz inhomogener 
Verteilung der Aggregate im Kulturansatz kann der zeitliche Verlauf der Aggregatbildung auf 
Basis der Partikelgrößenmessung abgeschätzt werden. In den Abbildungen 5.19 A bis I sind 
die Ergebnisse der Partikelgrößenmessungen dargestellt. Zur graphischen Darstellung der 
Messergebnisse wurde der Volumenanteil der Partikel in % über der Partikelgröße in µm auf-
getragen. Die Messkurven der Partikelgrößenbestimmung sind zur besseren Unterscheidung 
farblich gekennzeichnet. Dabei repräsentiert eine Kurve (schwarz, rot, grün) jeweils eine 
Wiederholungsmessung. 
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Abb. 5.19 A: Kulturansatz mit 50 µl  Abb. 5.19 B: 15 min nach Animpfen mit 
n-Hexadecan ohne Zellkultur.   R. opacus 1CP.     
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Abb. 5.19 C: 1 h 30 min nach Animpfen Abb. 5.19 D: 3 h nach Animpfen  
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Abb. 5.19 E: 5 h nach Animpfen  Abb. 5.19 F: 40 h nach Animpfen  
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Abb. 5.19 G: 48 h nach Animpfen  Abb. 5.19 H: 123 h nach Animpfen  
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Abb. 5.19 I: 145 h nach Animpfen  
Die Abbildung 5.19 A zeigt die Partikelgrößenverteilung im Kulturansatz ohne Zellsuspen-
sion. Bei den detektierten Partikeln mit einem Größenschwerpunkt um 3 µm handelt es sich 
ausschließlich um Alkantröpfchen. Sofort nach dem Animpfen des Kulturansatzes mit Zell-
suspension lagern sich die Bakterienzellen an die Alkantröpfchen an. Es bilden sich überwie-
gend größere fädige Zellaggregate aus, wie sie auch zu Beginn des Experimentes unter Punkt 
5.4 (Abb. 5.7 C) beobachtet wurden. Abbildung 5.19 B illustriert den Zustand des Systems 
15 min nach dem Animpfen. Der Anteil der kleinen Partikel verringert sich um die Hälfte 
(von ca. 7% auf 3,5%). Im Gegenzug treten nun größere Partikel mit Durchmessern bis ca. 
230 µm auf. Die überwiegende Anzahl der größeren Partikel besitzt Durchmesser von ca. 
50 µm. Der Trend zur Ausbildung größerer Aggregate setzt sich zunächst fort wie aus den 
Messungen nach 1,5 h (Abb. 5.19 C) und 3 h (Abb. 5.19 D) erkennbar wird. Während der 
Anteil der kleineren Partikel (ca. 3 µm) relativ konstant erscheint, steigt der Anteil größerer 
Partikel (130 µm bis 150 µm) an. Der Anteil der Partikel mittlerer Größe (30 µm bis 50 µm) 
erscheint dagegen rückläufig. Aus diesem Verhalten ist eine Tendenz zur Zusammenfassung 
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der mittleren Partikel zu größeren Aggregaten erkennbar. Die Aggregate erscheinen nun deut-
licher abgegrenzt und weniger fädig. Nach 5 h (Abb. 5.19 E) wurden verstärkt Partikelgrößen 
> 225 µm verzeichnet. Weiterhin ist ein erneuter Anstieg des Anteils von Partikeln mittlerer 
Größe (30 µm bis 50 µm) sowie eine Abnahme des Anteils kleiner Partikel (ca. 3 µm) zu be-
obachten. Unter Berücksichtigung der experimentell bestimmten Generationszeit von 
td = 5,8 h für die Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Hexadecan kann die gene-
relle Größenzunahme der detektierten Partikel einem merklichen Anstieg der Zellzahl zuge-
ordnet werden. In den folgenden Stunden nimmt der Anteil der kleineren Partikel weiter ab, 
während sich die Ausbildung größerer Aggregate (> 225 µm) fortsetzt. Abbildung 5.19 F 
zeigt den Zustand des Kulturansatzes nach 40 h. Der Kulturansatz sollte nun zu einer im Ka-
lorimeter geführten Kultur im Bereich abklingender Leistung vergleichbar sein. Vereinzelt 
werden Partikelgrößen um 400 µm detektiert. Zahlreiche Partikel weisen Durchmesser von 
150 µm bis 300 µm auf. Den größten Anteil nehmen Partikel im Bereich von 30 µm bis 
150 µm ein. Bei fortschreitender Inkubationsdauer zeichnet sich ein zur bisherigen Entwick-
lung gegenläufiger Trend ab. Die nach 48 h (Abb. 5.19 G) detektierten Partikelgrößen sind 
deutlich geringer als nach ca. 40 h und liegen nun unterhalb 200 µm. Der Anteil kleinerer 
Partikel mit 3 µm Durchmesser steigt nun wieder auf ca. 3% an. Damit überwiegt der Anteil 
der kleinen Partikel im Kulturansatz. Im Folgenden ist ein weiterer Rückgang der Partikel-
größe zu beobachten. Während nach 123 h (Abb. 5.19 H) noch Partikelgrößen bis 150 µm 
verzeichnet werden, liegen nach 145 h (Abb. 5.19 I) fast ausschließlich Partikelgrößen unter-
halb 75 µm vor. 
Im Ergebnis der Partikelgrößenbestimmung zeigt sich eine schnelle Anlagerung der Zellkultur 
an die Alkantröpfchen mit anschließender Zusammenlagerung der anfangs fädigen Aggregate 
zu stärker abgegrenzten Partikeln. Die sich daran anschließende Größenzunahme der Partikel 
wird durch das Wachstum der Zellkultur an den Alkantröpfchen verursacht. Das über die fol-
genden Stunden anhaltende Kulturwachstum führt zu einer weiteren Vergrößerung der Ag-
gregate bis zu Partikeldurchmessern um 400 µm. Nach einer Inkubationsdauer von ca. 40 h 
schließt sich ein Rückgang der Partikelgröße an, welcher auf das Zerfallen der Zellaggregate 
infolge des Verbrauchs des eingeschlossenen Alkans zurückgeführt werden kann. 
Die Entwicklung der Partikelgröße korreliert mit dem kalorimetrisch aufgezeichneten Wachs-
tumsverhalten von Rhodococcus opacus 1CP auf Alkanen. Beide Untersuchungsmethoden 
zeigen ein Wachstum der Zellkultur auf dem als Kohlenstoffquelle eingesetzten Alkan an. Der 
Verlauf der Aggregation stützt dabei die Interpretation der kalorimetrischen Messkurven. So-
wohl das langsame Abklingverhalten der Leistungskurven ca. 33 h nach Zugabe der Kohlen-
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stoffquelle als auch der deutliche Rückgang des Anteils größerer Partikel nach einer Inkuba-
tionszeit über 40 h, sprechen für den Zerfall der Zellaggregate beim Fortschreiten des Alkan-
verbrauchs. 
Bei der Kultivierung auf Alkanen schlägt sich die Wechselwirkung der Zellkultur mit der 
wasserunlöslichen Kohlenstoffquelle deutlich im Wachstumsverhalten nieder. Die Fähigkeit 
der Zellkultur zur Aggregatbildung und damit zur Verringerung der Substratzugänglichkeit 
beeinträchtigt, insbesondere bei niedriger Zelldichte, die Reproduzierbarkeit der Kultivierung, 
wie im Folgenden beschrieben. 
 
5.9 Untersuchungen zum Einfluss der Aggregatbildung auf die Reproduzierbarkeit
 der Kultivierung mit dem Thermal Activity Monitor 
Zur genaueren Beurteilung des Einflusses der Aggregatbildung auf die Reproduzierbarkeit der 
Kultivierung wurde der Beginn des mikrobiellen Substratumsatzes näher untersucht. Die 
Durchführung der Experimente erfolgte im Thermal Activity Monitor (TAM). Das Gerät 
wurde aufgrund seiner hohen Basislinienstabilität und geringen Zeitkonstante ausgewählt. Der 
Einsatz des TAM erlaubt die Aufzeichnung kleinster Wärmeeffekte und damit eine frühzeiti-
ge Erfassung des Beginns der Substratnutzung. Die Messanordnung wurde um eine Gaseinlei-
tungseinrichtung mit Vorsättigung (zur Unterdrückung von Verdunstungseffekten) erweitert. 
Die Zugabe der Kohlenstoffquelle erfolgte auch hier über Hamilton-Mikroliterspritzen, unter 
Verwendung von Spritzenpumpen. Die Abbildungen 5.20 A und B zeigen das Kalorimeterge-
fäß des TAM (hier zu Anschauungszwecken eine Perfusionszelle aus Glas). 
   
Abb. 5.20 A    Abb. 5.20 B       
Kalorimetergefäß des Thermal Activity Monitor (hier: Perfusionszelle aus Glas; für die Messungen 
wurden Perfusionszellen aus Hastalloy eingesetzt). 
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Das Kalorimetergefäß wurde mit 15 ml Kulturmedium befüllt. Im vergrößerten Bildausschnitt 
5.20 B ist die Edelstahlkapillare im Moment der Alkanzugabe links im Bild ersichtlich. Die 
Zuführung von Sauerstoff erfolgt über den Rührerschacht. 
Mit dieser Versuchsanordnung wurden kalorimetrische Messungen an Kulturansätzen von 
Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf n-Tetradecan (C14H30) durchgeführt. Abbil-
dung 5.21 zeigt eine typische Messkurve für diese Experimente. 
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Abb. 5.21: Reaktion von Rhodococcus opacus 1CP auf die Zugabe von 38 µmol (10 µl) n-Tetradecan. 
 
Als Reaktion der Zellkultur auf die Zugabe von 38 µmol (10 µl) n-Tetradecan, ist das Anstei-
gen der thermischen Leistung zu beobachten. Der allmähliche Anstieg des ersten Effektes 
besitzt exponentiellen Charakter und zeigt deutlich das Wachstum der Zellkultur an. Jede me-
tabolisch aktive Zelle liefert dabei einen Beitrag zur Wärmeleistung /90, 153/. Die Höhe des 
Effektes repräsentiert somit die Anzahl der metabolisch aktiven Zellen (P ~ XAktiv). Mit der 
zugegebenen Kohlenstoffquelle wird durch die Stoffwechselaktivität der Zellkultur eine 
thermische Leistung von ca. 1400 µW erreicht. Nach Durchlaufen des Maximums, fällt die 
thermische Leistung innerhalb von 36 h auf das Niveau der Basislinie von ca. 70 µW ab. Der 
Kurvenverlauf des zweiten Effektes unterscheidet sich deutlich von der Reaktion der Zellkul-
tur auf die erste Zugabe. Verglichen mit dem ersten Effekt reagiert die Zellkultur nahezu un-
mittelbar auf die Zugabe und erreicht eine maximale thermische Leistung von ca. 1950 µW. 
Der zweite Effekt zeigt deutlich den Einfluss der höheren Zellzahl bei Beginn der Zugabe an. 
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Die Zeit bis zum Erreichen der thermischen Leistung des ersten Effektes (ca. 1400 µW) kann, 
unter Vernachlässigung des Absterbens von Zellen, als Maß für die Geschwindigkeit angese-
hen werden mit der die Kohlenstoffquelle für die daran angepasste Zellkultur verfügbar wird. 
Im Fall des zweiten Effektes wird die thermische Leistung von ca. 1400 µW innerhalb von 
7 h nach Zugabe des Alkans erreicht (siehe Abb. 5.21). 
Nach dem Durchlaufen des Maximums bricht auch die thermische Leistung des zweiten Ef-
fektes zusammen. Im Vergleich zum ersten Effekt ist jedoch eine Verzögerung des Abklin-
gens ab 1170 µW zu beobachten. Das langsamere Abklingen des zweiten Effektes weist dar-
auf hin, dass einem Teil der Zellkultur noch Kohlenstoffquelle zur Verfügung steht, welche 
nun allmählich verbraucht wird. Unter Berücksichtigung der Fähigkeit der Zellkultur zur Ag-
gregation und damit zum Abschließen geringer Mengen an Kohlenstoffquelle von einem Teil 
der Zellkultur erscheint das langsamere Abklingen des zweiten Effektes erklärbar. Abbildung 
5.22 zeigt die Ablagerung von Zellaggregaten im Rührer des Thermal Activity Monitor. 
 
Abb. 5.22: Zellaggregate von Rhodococcus opacus 1CP gebildet beim Wachstum auf n-Tetradecan im 
Kalorimeterrührer des Thermal Activity Monitor. 
 
Die Auswertung der Flächen unter der Messkurve ergibt eine Enthalpieänderung von 
∆H = -3383 kJ mol-1 für den ersten Effekt und ∆H = -4551 kJ mol-1 für den zweiten Effekt. 
Bei Zugabe der gleichen Stoffmenge an n-Tetradecan wurde damit eine um ca. 35% größere 
Enthalpieänderung für den zweiten Effekt ermittelt. Die Auswertung der ausgetauschten 
Wärmen beider Effekte als Reaktion auf die summarische Zugabe von 76 µmol (20 µl) 
n-Tetradecan ergibt dagegen eine mittlere Enthalpieänderung von ∆H = -3967 kJ mol-1. Die-
ser Wert liegt nahe der im Weiteren für den mikrobiellen Tetradecanumsatz bestimmten 
1 cm 
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Enthalpieänderung von ∆H = (-3766 ± 16) kJ mol-1 (siehe unten). Unter Berücksichtigung 
dieses Ergebnisses erscheint der Einschluss eines Teils der Kohlenstoffquelle durch  
Zellaggregation als Ursache für die unterschiedliche Enthalpie der einzelnen Effekte wahr-
scheinlich. 
Die beobachtete Verzögerung beim Abklingen des zweiten Effektes lässt sich dann als Auf-
brechen der Aggregate unter Freigabe der abgeschlossenen Kohlenstoffquelle interpretieren. 
Der Einschluss von Kohlenstoffquelle durch Aggregation erscheint insbesondere beim 
Wachstum der Zellkultur mit geringen Ausgangszellzahlen relevant. Aus dieser Eigenschaft 
der Zellkultur beim Wachstum auf Alkanen leitet sich ein starker Einfluss auf die Reprodu-
zierbarkeit der Enthalpiebestimmung ab. Zur exakten Bestimmung der Enthalpieänderung für 
das Wachstum von Rhodococcus opacus 1CP auf Alkanen sind daher hohe Ausgangszellzah-
len des Inokulums zu gewährleisten (vergleiche Punkt 5.6 S. 58). 
Für die im Thermal Acitvity Monitor durchgeführten Untersuchungen bewährte sich hierbei 
das Einfrieren der Zellkulturproben im Stickstoffdampf nach Perry (1980) /120/, welches ei-
nen einheitlichen Ausgangszustand des Inokulums garantiert (siehe Experimentelles 4.6.1 
Herstellung gefrorener Kulturproben). Durch das Einfrieren der Proben im Stickstoffdampf 
konnten hohe Ausgangszellzahlen für die kalorimetrische Messung bereitgestellt werden. Ho-
he Zellzahlen führen wiederum zu intensiven Leistungseffekten welche hinsichtlich der Aus-
wertung der kalorimetrischen Messung vorteilhaft sind. 
Die Ermittlung der Enthalpie des mikrobiellen Alkanumsatzes erfordert eine genaue Kenntnis 
der Stoffmenge der eingesetzten Kohlenstoffquelle. Durch die Dosierung der Kohlenstoff-
quelle mit Hilfe von Spritzenpumpen konnte die erforderliche Genauigkeit der Zugaben ge-
währleistet werden. Die Streubreite des Zugabevolumens liegt dabei unter 0,2%. Neben der 
exakten Dosierung erlaubt dieses Titrationssystem die mehrfache Zugabe der Kohlenstoff-
quelle. Zur Bewertung der Reproduzierbarkeit der Reaktion einer Zellkulturprobe auf die Zu-
gabe von n-Tetradecan wurden Titrationsexperimente durchgeführt, wie in Abbildung 5.23 
dargestellt. Als Maß für die Reproduzierbarkeit der Kultivierung diente dabei die Konstanz 
der Enthalpie. 
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Abb. 5.23: Umsatz von n-Tetradecan durch Rhodococcus opacus 1CP; fünf aufeinander folgende 
Zugaben von 7,7 µmol (2 µl) n-Tetradecan und eine weitere Zugabe von 3,9 µmol (1 µl) n-Tetradecan. 
 
Abbildung 5.23 zeigt die Reaktion des mikrobiellen Systems auf mehrere Zugaben. Die erhal-
tenen Leistungspeaks wurden integriert und auf die zugegebene Tetradecanmenge bezogen. 
Die daraus berechneten molaren Enthalpien sind ebenfalls in Abbildung 5.23 angegeben. Die 
Auswertung des ersten Peaks führt zu einem kleineren Enthalpiewert als bei den nachfolgen-
den Zugaben. Dieses Verhalten ist bereits aus vorangegangenen Messungen bekannt (verglei-
che Abb. 5.21) und kann auf den Einschluss von Kohlenstoffquelle durch Aggregation infolge 
geringer Ausgangszellzahlen zurückgeführt werden. Mit Zunahme der Zellzahl aufgrund der 
Tetradecanzugabe scheint sich der Einfluss der Aggregatbildung jedoch zu verringern. Es 
kommt zu einer Stabilisierung der Enthalpiewerte. Abbildung 5.23 zeigt weiterhin die Reak-
tion der Zellkultur auf Veränderung des Zugabevolumens der Kohlenstoffquelle. Wird das 
Zugabevolumen von 2 µl auf 1 µl halbiert, so halbiert sich auch die ausgetauschte Wärme. 
Die erwartete Proportionalität zwischen eingesetzter Stoffmenge und ausgetauschter Wärme 
ist damit gegeben. 
Der Mittelwert der experimentell ermittelten Enthalpie des Tetradecanumsatzes, unter Be-
rücksichtigung aller Werte in Abbildung 5.23, beträgt ∆H = (-3688 ± 72) kJ mol-1. Die Streu-
breite der Enthalpiewerte beträgt dabei 2% und zeigt eine gute Reproduzierbarkeit für das 
untersuchte System an. 
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Zusätzlich zu den Titrationsexperimenten erfolgte die Durchführung von Experimenten unter 
einmaliger Alkanzugabe mit Zellkulturproben weiterer Probenchargen. Während das Titra-
tionsexperiment die Reproduzierbarkeit der Kultivierung einer Zellkulturprobe zeigt, spiegeln 
die Einzelzugabe-Experimente die Reproduzierbarkeit der Kultivierung für mehrere Zellkul-
turproben wieder. Dazu wurden drei aufeinanderfolgende Messungen mit dem Thermal Acti-
vity Monitor unter einmaliger Zugabe von jeweils 7,5 µl (29 µmol) n-Tetradecan zum 
Kulturansatz durchgeführt. In Abbildung 5.24 sind die dabei erhaltenen Messkurven darge-
stellt. 
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Abb. 5.24: Umsatz von n-Tetradecan durch Rhodococcus opacus 1CP; Messkurven für drei Kultur-
proben bei gleicher Probenvorbereitung; Zugabe jeweils 29 µmol (7,5 µl) n-Tetradecan. Die maxima-
len Enthalpiewerte der einzelnen Messungen betragen: () ∆H = -3741 kJ mol-1; 
() ∆H = -3784 kJ mol-1; () ∆H = -3816 kJ mol-1. 
 
Die Auswertung der Flächen unter den Messkurven ergab eine mittlere Enthalpie von 
∆H = (-3780 ± 22) kJ mol-1. Dieses Ergebnis bestätigt den im Titrationsexperiment ermittelten 
Enthalpiewert. Die gute Übereinstimmung der Enthalpiewerte zeigt, dass der Alkanumsatz bei 
allen Kultivierungen im gleichen Umfang erfolgt. Der Verlauf der Messkurven weist dage-
gen, bedingt durch niedrige Zellzahlen, deutliche Unterschiede auf. In zwei Fällen ist die 
Ausbildung von Plateauphasen zu beobachten, welche in der Regel auf Limitierungen hindeu-
ten. Wie bereits bei Auswertung der im LKB aufgezeichneten Leistungskurven diskutiert, 
kann dieses Verhalten auf die temporäre Abgrenzung der Kohlenstoffquelle durch die Ausbil-
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dung von Zellaggregaten zurückgeführt werden. Dabei wird der Zutritt von Sauerstoff und 
Nährstoffen aus dem Kulturmedium zu den Zellen im Inneren der Aggregate unterbunden 
(vergleiche Abb. 5.13 C). 
Die im TAM durchgeführten Messungen erlauben einen detaillierten Einblick in die Interak-
tion von Mikroorganismus und Kohlenstoffquelle. Aus den aufgezeichneten Leistungskurven 
wird ersichtlich, dass die Ausbildung von Zellaggregaten deutliche Auswirkungen auf den 
zeitlichen Ablauf des mikrobiellen Alkanumsatzes hat, wohingegen der integrale Effekt (∆H) 
kaum beeinträchtigt wird. Die Auswertung der mit dem Thermal Activity Monitor durchge-
führten Messungen zum Umsatz von n-Tetradecan durch Rhodococcus opacus 1CP ergab 
einen mittleren Enthalpiewert von ∆H = (-3766 ± 16) kJ mol-1. Dieser Enthalpiewert wird im 
Folgenden für Vergleichszwecke und Bilanzierungen angesetzt. 
 
5.10 Terminaler Elektronenakzeptor (Sauerstoff) 
Mikroorganismen, welche zum aeroben Abbau ihrer Kohlenstoffquelle befähigt sind verfügen 
durch die membrangebundenen Reaktionen der Atmungskette über ein leistungsstarkes In-
strument der ATP-Regeneration. Die von den Substraten stammenden Reduktionsäquivalente 
([H] bzw. e-) treten dabei in die Atmungskette ein und werden auf terminale Elektronenakzep-
toren übertragen. Im Fall des aeroben Substratumsatzes stellt Sauerstoff den terminalen Elek-
tronenakzeptor dar. Die Verfügbarkeit des Elektronenakzeptors besitzt einen starken Einfluss 
auf die ATP-Regeneration der Zellen und damit auf das Wachstum der Zellkultur. Um eine 
Beeinträchtigung der Kultivierung durch Sauerstofflimitierung zu vermeiden, ist eine konti-
nuierliche Sauerstoffzufuhr erforderlich. Im Folgenden soll daher die Wirkung der Sauerstoff-
limitierung auf das Wachstumsverhalten der Zellkultur beim Umsatz von Glucose und 
n-Tetradecan illustriert und die Wirksamkeit der eingesetzten Sauerstoffversorgung in beiden 
Fällen nachgewiesen werden. Die Bakterienspezies Paracoccus pantotrophus DSM 65 und 
Rhodococcus opacus 1CP weisen einen strikt respiratorischen Stoffwechsel auf und sind da-
her gut zur Untersuchung des Sauerstoffeinflusses auf das mikrobielle Wachstum geeignet. 
 
5.10.1 Wirkung der Sauerstofflimitierung beim Umsatz von Glucose 
Abbildung 5.25 zeigt die Auswirkung der Sauerstofflimitierung auf die metabolische Aktivi-
tät einer Bakterienkultur am Beispiel von Paracoccus pantotrophus DSM 65 beim Wachstum 
auf Glucose. Die in Abbildung 5.25 dargestellte schwarze Kurve zeigt den Verlauf einer Kul-
tivierung von Paracoccus pantotrophus im Kalorimeter (LKB 8710) ohne zusätzliche Sauer-
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stoffeinleitung, während die rote Kurve eine Kultivierung unter Einleitung von Sauerstoff 
(24 ml h-1) widerspiegelt. Durch den mit zunehmender Zellzahl ansteigenden Sauerstoffbedarf 
tritt bei Kultivierung ohne zusätzliche Sauerstoffeinleitung eine Limitierung des mikrobiellen 
Wachstums auf. Das Einsetzen der Limitierung wird nach ca. 23 h durch eine drastische An-
stiegsänderung der Leistungskurve ersichtlich. Die anschließende Ausbildung einer Plateau-
phase ist durch Nachdiffusion von Sauerstoff aus der Gasphase in die Kulturbrühe begründet. 
Der nachdiffundierende Sauerstoff erlaubt die Fortsetzung des Substratumsatzes durch einen 
Teil der Zellkultur. Dabei repräsentiert die Lage des Plateaus der Leistungskurve den Anteil 
der metabolisch aktiven Zellen. 
Zeit in h
0 10 20 30 40 50 60
Th
er
m
is
ch
e 
Le
is
tu
n
g 
in
 
m
W
0
5
10
15
20
25
30
 
Abb. 5.25: Leistungs-Zeit-Darstellung Paracoccus pantotrophus auf 5 mmol l-1 Glucose. () Mes-
sung ohne Sauerstoffeinleitung; () Messung mit Sauerstoffeinleitung. 
 
Die Ausbildung einer Plateauphase zeigt damit die Aufrechterhaltung einer konstanten 
mikrobiellen Aktivität an. Das Abklingen der Leistungskurve nach 35 h auf das Basislinien-
niveau kennzeichnet den vollständigen Verbrauch der Kohlenstoffquelle. Im Gegensatz zur 
Kultivierung ohne zusätzliche Sauerstoffeinleitung gibt die rote Kurve in Abbildung 5.25 den 
Wachstumsprozess unter ausschließlicher Limitierung durch die Kohlenstoffquelle wieder. 
Der Verbrauch der Kohlenstoffquelle wird deutlich durch das Abklingen der Leistungskurve 
nach 27 h angezeigt. Bis dahin erfolgt das Wachstum der Zellkultur weitestgehend exponen-
tiell. Zusätzlich auftretende Limitierungen sind aus dem Kurvenverlauf nicht erkennbar. Die 
Auswertung der Flächen unter den Kurven ergibt für beide Kultivierungen annähernd gleiche 
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Werte (-1284 kJ mol-1 ohne Sauerstoffeinleitung bzw. -1346 kJ mol-1 mit Sauerstoffeinlei-
tung). Die ermittelten Enthalpien entsprechen in guter Näherung dem für den vollständigen 
Glucoseumsatz durch Paracoccus pantotrophus mehrfach experimentell bestätigen Wert von 
∆H = (-1306 ± 10) kJ mol-1 /144/. Trotz deutlicher Unterschiede hinsichtlich der mikrobiellen 
Aktivität kann davon ausgegangen werden, dass die Kohlenstoffquelle in beiden Fällen voll-
ständig umgesetzt wurde. Wie der Vergleich der Leistungskurven zeigt, benötigt die Kultur 
unter Sauerstofflimitierung jedoch einen um 8 h längeren Zeitraum zum Umsatz der Kohlen-
stoffquelle. Diese Verzögerung tritt auf, da lediglich ein Teil der Zellkultur durch den nach-
diffundierenden Sauerstoff versorgt wird. Im Gegensatz zur Kultivierung ohne Sauerstofflimi-
tierung ist damit nur ein Bruchteil der Zellkultur metabolisch aktiv und benötigt so einen län-
geren Zeitraum zum Substratumsatz. 
Das Experiment zeigt deutlich den Einfluss der Sauerstoffversorgung auf das Kulturwachstum 
und begründet deren Notwendigkeit bei der Durchführung der Kultivierungen im Kalorime-
ter. Die Sauerstoffeinleitung in die Kulturbrühe mit einer Geschwindigkeit von 24 ml O2 h-1 
erweist sich als geeignet den Sauerstoffbedarf der Zellkultur beim Wachstum auf 5 mmol l-1 
Glucose zu decken. 
 
5.10.2 Wirkung der Sauerstofflimitierung beim Umsatz von n-Tetradecan 
Verglichen mit Glucose stellt n-Tetradecan ein deutlich energiereicheres, da stärker reduzier-
tes Substrat dar. In der Regel erfolgt der mikrobielle Alkanabbau über den Weg der termina-
len Oxidation. Die Alkane werden dabei in mehreren Schritten zu Fettsäuren oxidiert. Durch 
β-Oxidation werden die Fettsäuren in Acetyl-CoA überführt und treten so in den Intermediär-
stoffwechsel der Zelle ein. Angesichts der zahlreichen Oxidationsschritte auf dem Weg vom 
Alkan zum Bestandteil der Bakterienzelle ist für den mikrobiellen Alkanumsatz ein hoher 
Sauerstoffbedarf und damit eine starke Empfindlichkeit gegenüber Sauerstofflimitierung zu 
erwarten. 
Die Überprüfung des Einflusses der Sauerstoffversorgung auf das Wachstum von Rhodococ-
cus opacus 1CP mit n-Tetradecan als Kohlenstoffquelle erfolgte ebenfalls durch kalorimetri-
sche Messung. Die Kultivierungen wurden in Minimalmedium mit 1 mmol n-Tetradecan 
(260 µl) als Kohlenstoffquelle ohne zusätzliche Gaseinleitung durchgeführt. In Abbildung 
5.26 ist die Messkurve der Kultivierung ohne Gaseinleitung dargestellt. 
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Abb. 5.26: Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf 1 mmol n-Tetradecan ohne Sauerstoffein-
leitung. 
 
Nach anfänglich ungestörtem Wachstum der Zellkultur bis ca. 25 h nach Start des Experimen-
tes bricht die Messkurve abrupt ab und kennzeichnet so den Verbrauch des im Kulturmedium 
gelösten Sauerstoffes. Der weitere Verlauf der Leistungskurve zeigt ein allmähliches Abklin-
gen der mikrobiellen Aktivität der Zellkultur an. Eine Auswertung der Fläche unter der Leis-
tungskurve in Abbildung 5.26 ergab, dass selbst nach 140 h Messzeit lediglich eine Enthalpie 
von ∆H = -123 kJ mol-1 Tetradecan erreicht wurde. Verglichen mit der experimentell für den 
Tetradecanumsatz durch Rhodococcus opacus 1CP ermittelten Enthalpie von 
∆H = (-3766 ± 16) kJ mol-1 stellt dies lediglich einen geringen Bruchteil dar. Im Rahmen der 
Kultivierung ohne zusätzliche Sauerstoffeinleitung wurden damit nur ca. 3,3% der vorgeleg-
ten Kohlenstoffquelle umgesetzt. 
Im Gegensatz zur Kultivierung auf Glucose zeigt sich für den Alkanumsatz ein deutlich stär-
kerer Einfluss des Sauerstoffmangels. Ohne eine zusätzliche Sauerstoffversorgung bricht der 
Alkanumsatz durch Rhodococcus opacus 1CP nach Verbrauch des verfügbaren Sauerstoffs 
ab. 
Das Experiment wurde daraufhin nach Anschluss der Sauerstoffversorgung (Einleitungsge-
schwindigkeit O2: 24 ml h-1) unter sonst gleichen Bedingungen wiederholt. Die dabei aufge-
zeichnete Messkurve ist in Abbildung 5.27 dargestellt. 
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Abb. 5.27: Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf 1 mmol n-Tetradecan mit Sauerstoffeinlei-
tung 24 ml h-1.  
 
Der Verlauf der Messkurve unter zusätzlicher Sauerstoffeinleitung weist Charakteristika der 
Experimente ohne Sauerstoffversorgung auf. Die Kurve zeigt ein nahezu ungestörtes Wachs-
tum der Zellkultur bis ca. 110 h nach Start des Experimentes. Der Sauerstoffbedarf der Zell-
kultur erscheint zu diesem Zeitpunkt soweit angestiegen, dass die vorgenommene O2-
Einleitung nicht mehr zur Fortsetzung des Wachstums mit gleicher Geschwindigkeit aus-
reicht. Analog zum vorangegangenen Experiment (Alkanumsatz ohne Sauerstoffeinleitung; 
Abb. 5.26) kommt es zu einem abrupten Abbruch der Stoffwechselaktivität (Abb. 5.27). Im 
Gegensatz zur Messung ohne Sauerstoffeinleitung steigt die Stoffwechselaktivität der Zellkul-
tur bei der Messung mit Sauerstoffeinleitung (Abb. 5.27) oberhalb 130 h erneut an. Der Ver-
lauf der Messkurve zeigt an, dass die Zellkultur zumindest teilweise mit Sauerstoff versorgt 
wird und den Substratumsatz daher fortsetzen kann. Dies stellt einen deutlichen Unterschied 
zur Messung ohne Sauerstoffeinleitung dar, bei der eine frühzeitige Einstellung des Substrat-
umsatzes erfolgte. Nach ca. 336 h ist das Abklingen der Kurve zu beobachten, welches den 
allmählichen Verbrauch der Kohlenstoffquelle anzeigt. Die Messung wurde nach 532 h (22 d) 
Messzeit abgebrochen. Aufgrund der langen Messzeit und des damit bei der Integration auf-
tretenden Fehlers ist eine Flächenauswertung nicht mehr sinnvoll. 
Aus dem Vergleich der Leistungskurven der Experimente mit und ohne Sauerstoffeinleitung 
wird ersichtlich, dass der Alkanumsatz unter Sauerstoffeinleitung deutlich länger fortgesetzt 
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werden kann. Der Verlauf der Leistungskurve in Abbildung 5.27 zeigt jedoch auch, dass die 
gewählte Sauerstoffeinleitung nicht ausreicht, um den Sauerstoffbedarf der Zellkultur zu de-
cken. Sauerstoff wird auch unter diesen Bedingungen zum limitierenden Faktor. Dies schlägt 
sich wiederum in langen Messzeiten nieder, welche für die Auswertung der Messungen un-
günstig sind. 
Zur Gewährleistung einer vollständigen Sauerstoffversorgung während der Kultivierung und 
damit kürzerer Messzeiten wurde die Stoffmenge der Kohlenstoffquelle um den Faktor 10 auf 
0,1 mmol n-Tetradecan reduziert. Die Sauerstoffeinleitungsgeschwindigkeit wurde erhöht und 
auf 100 ml h-1 eingestellt. Abbildung 5.28 zeigt beispielhaft eine Messkurve der unter diesen 
experimentellen Bedingungen durchgeführten Kultivierungen. 
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Abb. 5.28: Messung von R. opacus 1CP auf 0,1 mmol n-Tetradecan; Gaseinleitungsgeschwindigkeit 
100 ml h-1. 
 
Die Leistungskurve durchläuft ihr Maximum bei ca. 2,2 mW nach 71 h. Durch Verringerung 
der Kohlenstoffquelle wurde eine deutliche Verkürzung der Messzeit erreicht. Das Auftreten 
ausgeprägter Plateauphasen oder erneutes Ansteigen der Messkurve nach Durchlaufen des 
Maximums als Anzeichen zusätzlicher Limitierungen, wie in Abbildung 5.27, wurde nicht 
beobachtet. Der Verlauf der Messkurve weist damit auf ausschließliche Limitierung durch die 
Kohlenstoffquelle hin. 
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Die Auswertung der Fläche unter der in Abbildung 5.28 dargestellten Messkurve ergab eine 
Enthalpieänderung von ∆H = -3732 kJ mol-1. Diese Enthalpieänderung entspricht der für den 
mikrobiellen Tetradecanumsatz bestimmten Enthalpie von –3766 kJ mol-1 und zeigt den voll-
ständigen Umsatz der vorgelegten Kohlenstoffquelle an. 
Die durchgeführten Experimente illustrieren die Notwendigkeit einer Sauerstoffversorgung 
für die aerobe Kultivierung von Mikroorganismen im Kalorimeter. Entsprechend der Vor-
überlegung liegt der Sauerstoffbedarf der Zellkultur beim Umsatz von Alkanen höher als 
beim Umsatz von Glucose. Daraus resultiert ein deutlich schnellerer Verbrauch des im Kalo-
rimetergefäß verfügbaren Sauerstoffs beim Alkanumsatz. Die auf Alkanen durchgeführten 
Kultivierungen reagieren dementsprechend empfindlicher gegenüber Sauerstoffmangel. 
 
5.11 Stickstoffversorgung 
Die wichtigsten funktionstragenden Moleküle der Zelle sind Proteine. Ihr Anteil an der Zell-
trockenmasse der meisten Zellen beträgt mehr als 50%. Grundbausteine der Proteine sind 
Aminosäuren zu deren Aufbau wiederum Stickstoff benötigt wird. Das Vorhandensein einer 
Stickstoffquelle stellt somit eine essentielle Grundlage für die Bildung von Biomasse und 
damit für das Wachstum von Zellkulturen dar. Im Gegenzug bietet die Kultivierung unter 
Stickstofflimitierung aber auch eine Möglichkeit das Wachstum der Zellkultur, zu Gunsten 
der Bildung anderer Produkte (z. B. Speicherstoffe oder Biotenside), zu unterdrücken. So 
wird für verschiedene Mikroorganismenspezies, unter anderem auch für verschiedene Vertre-
ter der Gattung Rhodococcus, eine verstärkte Biotensidproduktion nach Erreichen der statio-
nären Wachstumsphase beschrieben /154, 34/. Durch Begrenzung der Stickstoffquelle kann 
das Kulturwachstum unterbunden und der Zustand der stationären Wachstumsphase, vor dem 
vollständigen Verbrauch der Kohlenstoffquelle, erreicht werden. Da zum Aufbau des Bioten-
sids kein Stickstoff benötigt wird, ist davon auszugehen, dass eine Stickstofflimitierung die 
Biotensidproduktion nicht zwangsläufig beeinträchtigt. Die Unterdrückung des Kulturwachs-
tums durch Stickstofflimitierung erlaubt damit eine Überproduktion des Biotensides /8/. Für 
das Bakterium Rhodococcus erythropolis DSM 43215 wurde von Wagner et al. ein entspre-
chendes Verhalten beschrieben. Unter stickstofflimitierten Wachstumsbedingungen konnten 
aus verschiedenen Rhodococcus erythropolis Stämmen anionische Trehalosetetraester [siehe 
Abb. 2.1 B)] isoliert werden /48, 43, 44, 155/. Vor diesem Hintergrund ist die Auswirkung der 
Stickstofflimitierung auf Wachstum und Biotensidproduktion bei Rhodococcus opacus 1CP 
von Interesse. 
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Die Untersuchung der Wirkung einer Stickstofflimitierung auf den mikrobiellen Alkanumsatz 
erfolgte mit kalorimetrischen Methoden. Der für die Zellkultur verfügbare Stickstoff wurde 
über die Ammoniumionen-Konzentration im Kulturmedium vorgegeben. 
Zur Illustration der Auswirkung einer Stickstofflimitierung auf den Verlauf des Wachstums 
von Rhodococcus opacus 1CP auf Alkanen wurden im Thermal Activity Monitor Kulturan-
sätze 
  - ohne Stickstofflimitierung,  
  - unter verringerter NH4+-Konzentration und schließlich  
  - unter vollständigem Ausschluss der Stickstoffquelle  
untersucht. Als Kohlenstoffquelle wurden jeweils 29 µmol (7,5 µl) n-Tetradecan zugegeben. 
Repräsentative Messkurven für diese Experimente sind in Abbildung 5.29 dargestellt. 
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Abb. 5.29: () Umsatz von n-Tetradecan durch Rhodococcus opacus 1CP ohne Stickstofflimitierung; 
() unter verringerter NH4+-Konzentration; () ohne Stickstoffquelle im Kulturmedium. Die maxi-
malen Enthalpiewerte der einzelnen Messungen betragen: () ∆H = -3740 kJ mol-1; 
() ∆H = -3457 kJ mol-1; () ∆H = -3504 kJ mol-1. 
 
Der Vergleich der Messkurven in Abbildung 5.29 verdeutlicht die Auswirkung der Stickstoff-
limitierung auf das mikrobielle Wachstum. Eine Verringerung der Ammoniumionen-
Konzentration im Kulturansatz führt zur Begrenzung des Kulturwachstums. Da die thermi-
sche Leistung proportional zur Anzahl der aktiven Zellen ist, sind für Kultivierungen unter 
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Stickstofflimitierung geringere thermische Leistungen als bei der unlimitierten Kultur zu er-
warten. Das Auftreten von Plateauphasen in den Leistungskurven zeigt jedoch an, dass der 
Substratumsatz trotz unterbundenem Wachstum durch eine konstante Anzahl von Zellen fort-
gesetzt wird. 
Eine Auswertung der Flächen unter den Messkurven ergab für die N-limitierten Kulturen 
Enthalpiewerte (Abb. 5.29), welche nur geringfügig unterhalb der Enthalpie des vollständigen 
Tetradecanumsatzes von ∆H = (-3766 ± 16) kJ mol-1 liegen. Auch ohne die Möglichkeit des 
Kulturwachstums erfolgt der Substratumsatz demnach nahezu vollständig. 
Eine Wiederholung der Limitierungsexperimente unter mehrfacher Zugabe der Kohlenstoff-
quelle bietet zusätzliche Informationen zu diesem Befund. Analog zu den vorangegangenen 
Experimenten (vergleiche Abb. 5.29 rote und grüne Kurve) wurde die Zellkulturprobe in Kul-
turmedium ohne stickstoffhaltige Spezies überführt. Der Eintrag unverbrauchter Stickstoff-
quelle aus dem Vorkulturmedium (1,5 ml auf 15 ml NH4+-freies Kulturmedium) wurde dabei 
zugelassen. Nach Einbau des Kulturansatzes in den Thermal Activity Monitor und Einstellung 
des thermischen Gleichgewichtes erfolgte die erste Zugabe von 29 µmol (7,5 µl) 
n-Tetradecan. Der daraufhin detektierte Effekt (Abb. 5.30 erster Effekt) erreicht eine Leistung 
von ca. 700 µW. Aus dem Kurvenverlauf sind keine Anzeichen einer Wachstumslimitierung 
erkennbar. 
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Abb. 5.30: Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Tetradecan unter Stickstofflimitierung; 
mehrfache Alkanzugaben [jeweils 29 µmol (7,5 µl) C14H30] zeigen die Begrenzung der Fähigkeit zum 
Substratumsatz an. 
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Die während der ersten Zugabe ausgetauschte Wärme ist geringer als für den vollständigen 
Umsatz der Kohlenstoffquelle erwartet. Ausgehend vom experimentell bestimmten Mittelwert 
der molaren Enthalpie des Tetradecanumsatzes von ∆H = -3766 kJ mol-1 und der vorgelegten 
Stoffmenge von 29 µmol (7,5 µl) n-Tetradecan führt der vollständige Umsatz der Kohlen-
stoffquelle zu einer Enthalpie von ∆h = -109 J. Auf die erste Alkanzugabe hin wurde jedoch 
eine Enthalpie von ∆h = -89 J ermittelt. Dieser Wert entspricht 82% der Enthalpie des voll-
ständigen Substratumsatzes. Demzufolge wurden lediglich 24 µmol (6,2 µl) n-Tetradecan 
umgesetzt. 
Nach Abklingen des ersten Effektes erfolgte die zweite Zugabe von 29 µmol n-Tetradecan. 
Trotz gleichen Zugabevolumens ist nun ein deutlich kleinerer Effekt zu beobachten (Leis-
tungsmaximum bei 230 µW). Bei Auswertung der Fläche unter diesem Kurvenabschnitt wur-
de eine Enthalpie von ∆h = -27 J ermittelt. Dies entspricht 25% der Enthalpie des voll-
ständigen Substratumsatzes. Es wurden daher ca. 7 µmol (1,8 µl) n-Tetradecan umgesetzt. 
Das Fortsetzen des Substratumsatzes nach der zweiten Alkanzugabe zeigt ein ähnliches Ver-
halten wie in Abbildung 5.21 (vergleiche Punkt 5.9 S. 69). Der unvollständige Umsatz der 
Kohlenstoffquelle nach der ersten Zugabe erscheint daher ebenfalls auf den Einschluss des 
Alkans durch die Zellkultur im Rahmen der Aggregatbildung zurückführbar. Im Gegensatz 
zur Messung ohne Stickstofflimitierung (Abb. 5.21) zeigt die Leistungskurve der Kultivierung 
unter Stickstofflimitierung (Abb. 5.30 zweiter Effekt) eine deutlich geringere mikrobielle Ak-
tivität nach der zweiten Zugabe an. Die Fähigkeit der Zellkultur zur Fortsetzung des Substrat-
umsatzes unter Stickstofflimitierung erweist sich damit als begrenzt. 
Um das Verhalten der Zellkultur eindeutig auf die Stickstofflimitierung zurückführen zu kön-
nen, wurden der Kultur anschließend als 3. Zugabe 100 µl einer (NH4)2SO4-Lösung der Kon-
zentration c = 1,14 mol l-1 zugesetzt. Die NH4+-Konzentration im Kulturansatz entspricht 
dann dem Kulturmedium ohne Stickstofflimitierung. Abbildung 5.31 zeigt den Zugabezeit-
punkt der (NH4)2SO4-Lösung (roter Pfeil) und den daraufhin aufgezeichneten Effekt in der 
Leistungskurve der Kultivierung. 
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Abb. 5.31: Zugabe von 100 µl einer 1,14 mol l-1 (NH4)2SO4-Lösung zum Kulturansatz von Rhodococ-
cus opacus 1CP unter Stickstofflimitierung; die Kohlenstoffquelle (C14H30) liegt im Überschuss vor. 
 
Nach Zugabe der (NH4)2SO4-Lösung ist ein deutlicher Leistungsanstieg im Kulturansatz zu 
verzeichnen. Das Leistungsmaximum des Effektes liegt, vergleichbar zur Reaktion der Zell-
kultur auf die erste Zugabe von 29 µmol n-Tetradecan, bei 700 µW. Die nach Zugabe der 
(NH4)2SO4-Lösung ausgetauschte Wärme beträgt ca. –94 J. Unter Berücksichtigung der be-
reits bei den vorangegangenen Effekten ausgetauschten Wärme, zuzüglich dem auf Zugabe 
von Ammoniumsulfat-Lösung hin detektierten Effekt, ergibt sich beim Umsatz der eingesetz-
ten Kohlenstoffquelle von 2 x 29 µmol n-Tetradecan insgesamt eine Enthalpie von 
∆H = -3640 kJ mol-1. Dieser Wert entspricht in guter Näherung der für den mikrobiellen 
Tetradecanumsatz bestimmten Enthalpie von ∆H = -3766 kJ mol-1 und stellt ein eindeutiges 
Indiz für die Fortsetzung des Substratumsatzes dar. 
Die Einstellung der mikrobiellen Aktivität infolge des Ammoniummangels (Abb. 5.30 zweiter 
Effekt) zeigt die Unterdrückung des Kulturwachstums an. Für verschiedene Spezies der Gat-
tung Rhodococcus wird die Fähigkeit zur Stickstoff-Fixierung diskutiert /156/. Über die  
Sauerstoffeinleitung werden 0,2% (v/v) N2 in den Kulturansatz eingetragen, welche bei Befä-
higung des Bakteriums zur Stickstoff-Fixierung als Stickstoffquelle genutzt werden könnten. 
Dies würde im Gegensatz zum tatsächlichen experimentellen Ergebnis zu einer Fortsetzung 
des Kulturwachstums und damit zum Ansteigen der Leistungskurve führen. Der hier vorlie-
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gende kalorimetrische Befund spricht daher gegen eine Stickstoff-Fixierung durch Rhodococ-
cus opacus 1CP. 
Die beim Wachstum von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Tetradecan unter Stickstofflimitie-
rung detektierten Wärmeleistungen zeigen deutlich eine Fortsetzung des Alkanumsatzes auch 
bei Unterdrückung der Biomassebildung an (Abb. 5.29). Das Experiment unter mehrfacher 
Alkanzugabe zeigt darüber hinaus, dass die Zellkultur unter Stickstofflimitierung nur begrenzt 
zur Fortführung des Substratumsatzes befähigt ist (Abb. 5.30). Erst nach Zugabe der 
(NH4)2SO4-Lösung und damit der Aufhebung der Stickstofflimitierung konnte der Substrat-
umsatz bis zum vollständigen Verbrauch der Kohlenstoffquelle fortgesetzt werden 
(Abb. 5.31). Dieser Befund spricht gegen eine Überproduktion von Biotensid bei der Kulti-
vierung von Rhodococcus opacus 1CP unter Stickstofflimitierung. Ein Umsatz der Kohlen-
stoffquelle zu Biotensid, als Alternative zum Biomasseaufbau, sollte nicht zur vorzeitigen 
Einstellung des Substratumsatzes führen, da das Biotensid extrazellulär auftritt und nach Ab-
sättigung der Zelloberfläche in das umgebende Kulturmedium abgeführt werden kann. Die 
Reaktion der Zellkultur auf die Alkanzugaben unter Stickstofflimitierung spricht dagegen für 
den Aufbau intrazellulärer Produkte, welche nur begrenzt in die Bakterienzellen eingelagert 
werden können. Die Bildung intrazellulärer Speicherstoffe (z. B. Lipide oder Poly-β-hydroxy-
buttersäure) erscheint dabei am wahrscheinlichsten. 
Die Untersuchung der Biotensidproduktion durch Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum 
auf n-Tetradecan unter Stickstofflimitierung erfolgte insbesondere im Rahmen der Studienar-
beit von N. Hunger am Institut für Physikalische Chemie der TU Bergakademie Freiberg 
/130/. Die Quantifizierung des von R. opacus gebildeten Trehaloseesters wurde dabei unter 
Ausnutzung der Anthronreaktion (siehe Punkt 4.9.3 Abschnitt Biotensidquantifizierung mit-
tels Anthronreaktion) über den Zuckerbaustein (Trehalose) des Moleküls realisiert. 
Im Rahmen dieser Untersuchung konnte das erwartete Biotensid (Trehalose-6,6'-dinocardio-
mycolat) unter Stickstofflimitierung nur in sehr geringem Umfang nachgewiesen werden. 
Auch bei einer Inkubationsdauer bis zu 11 d lagen die Biotensidausbeuten der Kultivierungen 
unter N-Limitierung mit Produktertragskoeffizienten von maximal YP/S = 0,01 g Biotensid / 
g n-Tetradecan deutlich unter den Ausbeuten der unlimitierten Kulturen mit Produktertrags-
koeffizienten von YP/S = 0,08 g Biotensid / g n-Tetradecan. Ein Eintrag des während der Vor-
kultivierung gebildeten Biotensids kann dabei nicht ausgeschlossen werden. In Übereinstim-
mung mit den Ergebnissen der kalorimetrischen Untersuchung kann davon ausgegangen wer-
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den, dass bei Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP unter Stickstofflimitierung keine 
signifikante Biotensidproduktion erfolgt. 
Die hier unter dem Gesichtspunkt der Biotensidbildung durchgeführten Untersuchungen zei-
gen weiterhin das enorme Potential kalorimetrischer Methoden bei der Untersuchung von 
Fragestellungen zur Stickstoffassimilation. 
 
5.12 Einsatz kalorimetrischer Methoden zur Untersuchung des zeitlichen Verlaufes 
 der Biotensidbildung durch Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf  
 n-Tetradecan und n-Hexadecan 
Zur Vertiefung des Verständnisses der Biotensidsynthese werden Informationen über den 
Verlauf der Biotensidproduktion benötigt. Eine grundlegende Voraussetzung dafür sind Me-
thoden zur Überwachung und Aufzeichnung des mikrobiellen Substratumsatzes. Die bisher 
vorgestellten Ergebnisse bestätigen dabei die ausgezeichnete Eignung kalorimetrischer Me-
thoden. Infolge der inhomogenen Verteilung der Kohlenstoffquelle im Kulturmedium und der 
damit verbundenen Neigung der Zellkultur zur Aggregation variiert die Geschwindigkeit des 
Alkanumsatzes stark. Wie die zur Restalkanbestimmung durchgeführten Experimente (Punkt 
5.7) zeigen, ist die Kultivierungsdauer nicht repräsentativ für das Fortschreiten des Alkanum-
satzes. Die während der Kultivierung ausgetauschte Wärme stellt dagegen ein zuverlässiges 
Maß für den Alkanumsatz dar. Die Biotensidquantifizierung in Verbindung mit der kalori-
metrischen Messung bietet somit einen Einblick in den Verlauf der mikrobiellen Bioten-
sidproduktion. 
 
5.12.1 Biotensidbildung bei Kultivierung auf n-Tetradecan 
Zur Untersuchung der Biotensidbildung im Verlauf des mikrobiellen Wachstums wurden Kul-
tivierungen von Rhodococcus opacus 1CP auf 192 µmol (50 µl) n-Tetradecan im LKB-
Kalorimeter durchgeführt und an definierten Punkten des Alkanumsatzes für die weitere Ana-
lytik abgebrochen. Als Abbruchkriterium wurde die während der Kultivierung ausgetauschte 
Wärme gewählt. Nach Abbruch der Messung wurde der Inhalt des Kalorimetergefäßes auf 
seinen Biotensidgehalt hin untersucht (siehe 4.9.3 Biotensidquantifizierung). In Tabelle 5.3 
sind die Enthalpiewerte beim Abbruch der Messung sowie die zugehörigen Stoffmengen des 
Trehaloseesters (THL-2: Trehalosedinocardiomycolat siehe S. 97 Abb. 5.32) dargestellt. Der 
Anteil des Alkanumsatzes in % wurde auf Basis der bis zum Abbruch der Kultivierung ausge-
tauschten Wärme berechnet. 
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Tab. 5.3: Biotensidbestimmung in abgebrochenen Kultivierungen von Rhodococcus opacus 1CP auf 
192 µmol (50 µl) n-Tetradecan 
Lfd. Nr. ∆H bis Abbruch Anteil des Alkanumsatzes Menge des Trehaloseesters 
1 -1071 kJ mol-1    28% (  54 µmol) 1,6 µmol (2,9 mg) 
2 -2820 kJ mol-1    75% (144 µmol) 1,9 µmol (3,4 mg) 
3 -3853 kJ mol-1  100% (192 µmol) 1,4 µmol (2,6 mg) 
Enthalpien zum Abbruchzeitpunkt und Stoffmenge des Trehaloseesters; Anteil des Alkanumsatzes berechnet auf 
Basis der experimentell bis zum Abbruch der Kultivierung ausgetauschten Wärme; Bezugsgröße (100%) ist der 
experimentell bestimmte Mittelwert der Enthalpie des Tetradecanumsatzes von ∆H = -3766 kJ mol-1. Zur Anga-
be der Masse des Trehaloseesters wurde die von Niescher et al. publizierte Struktur des Trehalosedinocardiomy-
colates zugrundegelegt /2/ (vergleiche Punkt 5.13.2, Abb. 5.32, S. 97). 
 
Nach Umsatz von 28% des vorgelegten Alkans wurden 2,9 mg (1,6 µmol) des Trehaloseesters 
im Kulturansatz nachgewiesen. Dieser Wert liegt bereits in der Größenordnung der von 
N. Hunger am Ende des Substratumsatzes bestimmten Biotensidausbeuten im Bereich von 
2,6 mg bis 3,6 mg /130/. Im weiteren Verlauf des Tetradecanumsatzes wurde kein signifikan-
ter Anstieg der Biotensidausbeute beobachtet. Die Masse des Trehaloseesters im Kulturansatz 
schwankt vielmehr um einen Wert von 3 mg mit einer Streubreite von 7% [(3,0 ± 0,2) mg]. 
Diese hohe Streubreite ist für das betrachtete biologische System bekannt. Die Biotensidaus-
beute verbleibt demnach, im untersuchten Bereich, bis zum vollständigen Verbrauch der Koh-
lenstoffquelle, auf einem konstanten Niveau. Auf Basis dieser Daten ist davon auszugehen, 
dass die Biotensidbildung durch Rhodococcus opacus 1CP zu Beginn des Substratumsatzes 
erfolgt und danach einen Sättigungswert erreicht. 
 
5.12.2 Biotensidbildung bei Kultivierung auf n-Hexadecan 
Eine weitere hydrophobe Kohlenstoffquelle, welche die mikrobielle Biotensidbildung begüns-
tigt stellt n-Hexadecan dar. Die Untersuchung der Biotensidbildung durch Rhodococcus opa-
cus 1CP beim Wachstum auf n-Hexadecan erfolgte analog zur Untersuchung der Biotensid-
bildung beim Tetradecanumsatz. Als Kohlenstoffquelle wurden 170 µmol (50 µl) 
n-Hexadecan eingesetzt. Die Ergebnisse der Biotensidquantifizierung sind gemeinsam mit 
den Enthalpiewerten zum Zeitpunkt des Abbruchs der Messung in Tabelle 5.4 angegeben. 
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Tab. 5.4: Biotensidbestimmung in abgebrochenen Kultivierungen von Rhodococcus opacus 1CP auf 
170 µmol (50 µl) n-Hexadecan 
Enthalpien zum Abbruchzeitpunkt und Stoffmenge des Trehaloseesters; Anteil des Alkanumsatzes berechnet auf 
Basis der experimentell bis zum Abbruch der Kultivierung ausgetauschten Wärme; Bezugsgröße (100%) ist der 
experimentell bestimmte Mittelwert der Enthalpie des Hexadecanumsatzes von ∆H = -4690 kJ mol-1. Zur Anga-
be der Masse des Trehaloseesters wurde die von Niescher et al. publizierte Struktur des Trehalosedinocardiomy-
colates zugrundegelegt /2/ (vergleiche Punkt 5.13.2, Abb. 5.32, S. 97). 
 
Die ausgewählten Abbruchzeitpunkte erlauben einen Einblick in den Beginn der Biotensid-
bildung. Bis zum Umsatz von ca. 39% der vorgelegten Kohlenstoffquelle ist eine Zunahme 
der Biotensidausbeute erkennbar. Die Masse des im Kulturansatz nachgewiesenen Trehalo-
seesters liegt dann mit 1,7 mg bereits in der Größenordnung der maximal beim Wachstum auf 
n-Hexadecan erreichbaren Biotensidausbeute. Analog zu den Ergebnissen der Kultivierungen 
auf n-Tetradecan wurde danach keine weitere Zunahme der Biotensidausbeute beobachtet. Es 
zeigt sich auch hier eine Sättigung der Biotensidbildung vor dem vollständigen Verbrauch der 
Kohlenstoffquelle. 
Die Masse des im Kulturansatz nachgewiesenen Biotensids liegt für die Kultivierung auf 
n-Tetradecan bei (3,0 ± 0,2) mg und für die Kultivierung auf n-Hexadecan bei 
(1,54 ± 0,06) mg. Die Produktertragskoeffizienten der Biotensidbildung betragen damit: 
  YP/S = (0,079 ± 0,005) g Biotensid / g n-Tetradecan 
  YP/S = (0,04 ± 0,002) g Biotensid / g n-Hexadecan 
Dementsprechend erlaubt die Kultivierung auf n-Tetradecan deutlich höhere Biotensidausbeu-
ten. Bei Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf beiden Alkanen erreicht die Bioten-
sidbildung frühzeitig einen Sättigungswert. Das Ansteigen der Biotensidmenge konnte dabei 
lediglich zu Beginn der Kultivierung auf n-Hexadecan aufgezeichnet werden. Nach dem Um-
Lfd. Nr. ∆H bis Abbruch Anteil des Alkanumsatzes Menge des Trehaloseesters 
1 -798 kJ mol-1    17% (  29 µmol) 0,2 µmol (0,4 mg) 
2 -1196 kJ mol-1    26% (  44 µmol) 0,3 µmol (0,6 mg) 
3 -1846 kJ mol-1    39% (  66 µmol) 0,9 µmol (1,7 mg) 
4 -2449 kJ mol-1    52% (  88 µmol) 0,8 µmol (1,4 mg) 
5 -3806 kJ mol-1    81% (138 µmol) 0,9 µmol (1,6 mg) 
6 -4049 kJ mol-1    86% (146 µmol) 0,9 µmol (1,6 mg) 
7 -4792 kJ mol-1  100% (170 µmol) 0,8 µmol (1,4 mg) 
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satz von 28% (n-Tetradecan) bzw. 39% (n-Hexadecan) der vorgelegten Kohlenstoffquelle 
wurden bereits Werte in der Größenordnung der maximalen Biotensidausbeute ermittelt. 
Die durchgeführten Experimente zeigen, dass die Biotensidbildung durch Rhodococcus opa-
cus 1CP zu Beginn des Alkanumsatzes erfolgt. Die Biotensidbildung scheint dabei bis zum 
Umsatz von 30% – 40% der Kohlenstoffquelle abgeschlossen. Innerhalb dieses Intervalls er-
reichen die Leistungskurven der Kultivierungen auf Alkanen ein Maximum (vergleiche Punkt 
5.5 und 5.6). Das Erreichen des Leistungsmaximums kennzeichnet jedoch auch die maximale 
Anzahl aktiver Zellen im Kulturansatz. Nach dem Durchlaufen des Leistungsmaximums ist 
die Anzahl der zum Kulturwachstum beitragenden Zellen rückläufig. Mit rückläufigem Kul-
turwachstum kommt auch die Biotensidbildung zum erliegen. Die Biotensidbildung von Rho-
dococcus opacus 1CP erfolgt demnach wachstumsassoziiert. Die geringen Biotensidausbeu-
ten bei Unterdrückung des Wachstums durch Stickstofflimitierung (vergleiche Punkt 5.11) 
bestätigen die wachstumsassoziierte Biotensidbildung. Im Ergebnis der kalorimetrischen Un-
tersuchung empfiehlt sich die Ernte der Kultur zur Biotensidgewinnung direkt nach Erreichen 
des Leistungsmaximums bzw. nach Umsatz von 30% - 40% des vorgelegten Alkans. 
 
5.13 Bilanzierung des Wachstumsprozesses 
Im Folgenden wird das Vorgehen bei der Aufstellung der Bilanzgleichungen für den 
mikrobiellen Wachstumsprozess auf Glucose sowie auf den Alkanen n-Tetradecan und 
n-Hexadecan vorgestellt. Die Bilanzgleichung ermöglicht, unabhängig von der Komplexität 
des Wachstumsprozesses, Aussagen über den Substratbedarf bzw. über die zu erwartenden 
Produktausbeuten. Für die Bilanzierung des Wachstumsprozesses wurden die Ertragskoeffi-
zienten der Biomasse- und Biotensidbildung sowie die elementare Zusammensetzung von 
Biomasse und Biotensid experimentell bestimmt. Weiterhin erfolgte die rechnerische Ermitt-
lung der Bildungsenthalpien der beteiligten Biomoleküle. Die auf Basis der kalorimetrischen 
Messung ermittelten Enthalpien des Substratumsatzes dienen zur Verifizierung der aufgestell-
ten Bilanzgleichungen. 
Obwohl der Wachstumsprozess aus einer Vielzahl von gleichzeitig ablaufenden Reaktionen 
zusammengesetzt ist, besteht thermodynamisch die Möglichkeit die Gesamtheit der Stoff-
wechselreaktionen in Form einer Summenreaktion zusammenzufassen /72, 157/. Der Umsatz 
einer beliebigen Kohlenstoffquelle unter aeroben Bedingungen lässt sich dabei wie folgt for-
mulieren: 
 CkCHkHOkONkN + a O2 + b NH3  c CyCHyHOyONyN + d CO2 + e H2O  (5.5) 
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Die beim Wachstumsprozess ausgetauschte Wärme entspricht der Summe der Enthalpieände-
rungen aller ablaufenden Reaktionen. Wurde die Reaktionsgleichung korrekt aufgestellt, so 
muss die zugehörige Reaktionsenthalpie mit der experimentell ermittelten Enthalpie des 
Wachstumsprozesses übereinstimmen. 
Für heterotrophes Wachstum kann der Metabolismus vereinfachend als aus anabolen und ka-
tabolen Teilprozessen zusammengesetzt angesehen werden: 
  ∆H = ∆AH + ∆KH        (5.6) 
∆H:  Enthalpieänderung des gesamten Stoffwechselprozesses; 
∆AH:  Enthalpieänderung des anabolen Teilprozesses; 
∆KH:  Enthalpieänderung des katabolen Teilprozesses; 
Der Anabolismus repräsentiert die zelluläre Synthese, während der Katabolismus zur Bereit-
stellung der dafür benötigten Energie dient. Der katabole Prozess kann durch den Anteil der 
vollständigen Oxidation der Energie- und Kohlenstoffquelle unter aeroben Bedingungen be-
schrieben werden /158/ und entspricht damit (für den Umsatz von Glucose) der Gleichung: 
  C6H12O6 + 6 O2  6 CO2 + 6 H2O      (5.7) 
Im anabolen Teilprozess erfolgt der Aufbau von Biomasse, deren Anteil am Gesamtprozess 
(5.5) durch den Ertragskoeffizienten YX/S zugänglich ist. In der Regel wird der Ertragskoeffi-
zient in g Biomasse pro g Substrat angegeben. Der Ertragskoeffizient kann durch Zell-
trockenmassebestimmung ermittelt werden. 
Zur Bilanzierung des Wachstumsprozesses wird neben dem Ertragskoeffizienten auch die 
elementare Zusammensetzung der Biomasse benötigt. Wie unter Punkt 2.3.3 beschrieben, 
besitzt Rhodococcus opacus 1CP als Angehöriger des Taxon Mycolata einen komplexen 
Zellwandaufbau. Aufgrund der Bildung von Trehaloselipiden und der eventuellen Einlage-
rung von Speicherstoffen ist davon auszugehen, dass die elementare Zusammensetzung der 
Biomasse bei Kultivierung auf Alkanen von der Zusammensetzung bei Kultivierung auf was-
serlöslichen Substraten (z. B. Glucose) abweicht. Für das Bakterium Rhodococcus erythropo-
lis E1 wurde von Sokolovska et al. ein entsprechender Einfluss der Kohlenstoffquelle auf die 
Zellwandzusammensetzung nachgewiesen, welcher sich deutlich in einer Änderung der Zell-
wandpermeabilität zeigt /61/. Die konkrete Zusammensetzung der Biomasse muss deshalb 
durch elementaranalytische Untersuchung von Biomasseproben für die Bilanzierung des 
Wachstumsprozesses ermittelt werden. 
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Ausgehend von der Bilanzgleichung (5.5) kann die Berechnung der Reaktionsenthalpie für 
den gesamten Stoffwechselprozess erfolgen. Grundlage dafür ist die Kenntnis der Bil-
dungsenthalpien aller Reaktionsteilnehmer. Diese Daten sind für die meisten Verbindungen 
gut dokumentiert und können Tabellenwerken entnommen werden. Für die Biomasse und 
komplexe Biomoleküle stehen bislang jedoch noch keine entsprechenden Datensammlungen 
zur Verfügung. Daher ist die Bildungsenthalpie der Biomoleküle über ihre experimentell zu-
gängliche Verbrennungsenthalpie zu berechnen (siehe Gleichung 5.11). Die experimentelle 
Bestimmung der Verbrennungsenthalpie von Biomolekülen durch Verbrennungskalorimetrie 
erweist sich häufig als sehr aufwendig und fehlerbehaftet /159/. Eine hervorragende Alterna-
tive zur experimentellen Bestimmung stellt die von Cordier et al. beschriebene Methode zur 
Abschätzung der molaren Standardverbrennungsenthalpie von Biomolekülen auf Basis ihres 
Reduktionsgrades nach der Thornton Regel dar /159/. Ausgehend von der allgemeinen Glei-
chung für die Verbrennung einer organischen Substanz, 
 CyCHyHOyONyN + (yC + ¼ yH – ½ yO) O2  yC CO2 + (yH/2) H2O + (yN/2) N2 (5.8) 
erfolgt die Berechnung des Reduktionsgrades γ der Biomasse nach: 
  γ = 4 + yH/yC – 2 yO/yC       (5.9) 
Die molare Standardverbrennungsenthalpie der Biomasse ∆CHoBio lässt sich damit nach fol-
gender Gleichung ermitteln: 
  ∆CHoBio = Q * γ * yC                  (5.10) 
mit Q: Oxykalorischer Quotient; definiert als Proportionalitätsfaktor zwischen 
  Verbrennungsenthalpie und Reduktionsgrad [angegeben in kJ (e- mol)-1] 
  Q = 115,06 kJ (e- mol)-1 nach Giese (1968) 
 γ: Reduktionsgrad der Biomasse; 
 yC: Stöchiometriekoeffizient des Kohlenstoffs in der Reaktionsgleichung; 
Mit der molaren Standardverbrennungsenthalpie erfolgt die Berechnung der molaren Stan-
dardbildungsenthalpie ∆BHoBio der Biomasse nach Hess entsprechend der Gleichung: 
 ∆BHoBio = ∆BHoCO2 + ∆BHoH2O - ∆CHoBio                (5.11) 
Sind die Ertragskoeffizienten, die elementaren Zusammensetzungen sowie die molaren Stan-
dardbildungsenthalpien aller Reaktionsteilnehmer bekannt, so kann die Bilanzgleichung für 
den untersuchten Wachstumsprozess aufgestellt und die Reaktionsenthalpie berechnet wer-
den. Die Verifizierung der Bilanzgleichung erfolgt dann durch Vergleich der berechneten 
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Reaktionsenthalpie mit den experimentellen Werten aus der kalorimetrischen Messung des 
Wachstumsprozesses. 
Die Ertragskoeffizienten für das Wachstum von Zellkulturen auf Glucose und Alkanen wur-
den im Rahmen dieser Untersuchung durch Zelltrockenmassebestimmung ermittelt. Tabelle 
5.5 fasst die Ergebnisse der Bestimmung zusammen. 
Tab. 5.5: Ergebnisse der Zelltrockenmassebestimmungen 
Organismus C-Quelle Substrat in mg Zelltrockenmasse in mg YX/S in g / g 
P. pantotrophus Glucose 
 18,0 ± 0,1    8,2 ± 0,7 0,46 ± 0,02 
R. opacus n-Tetradecan 
 19,0 ± 0,1  19 ± 1 0,98 ± 0,06 
R. opacus n-Hexadecan 
 46,2 ± 0,2  45 ± 2 0,97 ± 0,05 
 
Vergleichbare Ertragskoeffizienten für Mikroorganismen beim Wachstum auf Glucose und 
Hexadecan sind in der Literatur beschrieben /77, 147/. 
Für die Aufstellung entsprechender Reaktionsgleichungen und die Berechnung der Reak-
tionsenthalpie wird die Zusammensetzung der Biomasse sowie deren Bildungsenthalpie benö-
tigt. Zur Ermittlung der Biomassezusammensetzung von Rhodococcus opacus 1CP beim 
Wachstum auf Glucose wurden mehrere Elementaranalysen der Zelltrockenmasse durchge-
führt. Die Ergebnisse der Elementaranalyse sind für die Bakterienspezies Paracoccus pan-
totrophus DSM 65 und Rhodococcus opacus 1CP in den Tabellen 5.6 und 5.7 zusammenge-
stellt. 
Tab. 5.6: Elementare Zusammensetzung der Biomasse der eingesetzten Bakterienstämme beim 
Wachstum auf Glucose 
Organismus Anteil C in % Anteil H in % Anteil O in %* Anteil N in % 
P. pantotrophus 47,9 ± 0,1 7,0 ± 0,1 33,4 ± 0,2 11,7 ± 0,03 
R. opacus 49,8 ± 0,6 7,2 ± 0,4 30 ± 2 13 ± 1 
Masseanteile der einzelnen Spezies in %; * Anteil O berechnet zu 100% 
Tab. 5.7: Elementare Zusammensetzung und Molmasse der untersuchten Bakterienspezies beim 
Wachstum auf Glucose 
Organismus Elementare Zusammensetzung M (g mol-1) 
P. pantotrophus CH1,74O0,52N0,21 25,03 
R. opacus CH1,72O0,45N0,22 24,03 
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Vergleichbare Zusammensetzungen für Paracoccus pantotrophus wurden von J. A. Roels 
publiziert /160/: 
  P. pantotrophus CH1,81O0,51N0,20 M = 24,8 g mol-1  
Die Berechnung der molaren Verbrennungsenthalpien erfolgte unter Anwendung der Thorn-
ton Regel auf Basis der Biomassezusammensetzung entsprechend Cordier et al. /159/ (ver-
gleiche S. 91). 
In Tabelle 5.8 sind Biomassezusammensetzung, Verbrennungs- und Bildungsenthalpien für 
die untersuchten Bakterienspezies dargestellt. 
Tab. 5.8: Elementare Zusammensetzung, molare Standardverbrennungsenthalpie und molare Stan-
dardbildungsenthalpie der untersuchten Bakterienspezies 
Organismus Elementare Zusammensetzung ∆CHoBio (kJ C-mol-1) ∆BHoBio (kJ C-mol-1) 
P. pantotrophus CH1,74O0,52N0,21 -540,8  -101,4 
R. opacus CH1,72O0,45N0,22 -554,6    -84,7 
 
Die ermittelten Biomassezusammensetzungen sowie die Verbrennungsenthalpien stimmen 
mit den Literaturwerten zahlreicher auf Glucose gewachsener Bakterienspezies überein 
(Tab. 5.9): 
Tab. 5.9: Elementare Zusammensetzung, Molmasse und molare Standardverbrennungsenthalpie aus-
gewählter Bakterienspezies beim Wachstum auf Glucose aus der Literatur 
Organismus Elementare 
Zusammensetzung 
M 
(g mol-1) 
∆CHoBio 
(kJ C-mol-1) 
Quelle 
Bakterien Allgemein CH1,66O0,41N0,21 27,76 -512,4 /161/ 
Mikroorganismen Allgemein CH1,66O0,46N0,14 25,46 -525,6 /161/ 
Escherichia coli CH1,70O0,42N0,25 23,99 -558,4 /159/ 
Lactobacillus helveticus CH1,58O0,39N0,23 25,24 -537,5 /162/ 
Flavobacterium dehydrogenans CH1,63O0,40N0,21 26,57 -519,7 /162/ 
Brevibacterium flavum CH1,80O0,33N0,19 31,15 -491,7 /162/ 
Escherichia coli CH1,74O0,34N0,22 25,09 -530,0 /162/ 
Bacillus cereus CH1,49O0,43N0,22 26,06 -507,8 /162/ 
Methanobacterium thermoautotro-
phicum 
CH1,63O0,43N0,22 29,12 -537,6 /162/ 
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5.13.1 Bilanzierung des Glucoseumsatzes durch Rhodococcus opacus 1CP 
Unter Berücksichtigung eines Ertragskoeffizienten von YX/S ≈ 0,46 g Biomasse / g C-Quelle, 
wie für P. pantotrophus DSM 65 experimentell beim Wachstum auf Glucose nachgewiesen, 
kann eine Summenreaktion aus den Teilprozessen formuliert werden. Für Paracoccus pan-
totrophus lautet diese Summenreaktion: 
C6H12O6 + 2,64225O2 + 0,693NH3  3,3CH1,74O0,52N0,21 + 2,7CO2 + 4,1685H2O           (5.12) 
       ∆RH = -1294 kJ mol-1  
Zur Berechnung der Reaktionsenthalpien wurde das Programm HSC 4.0 eingesetzt. Alle Re-
aktionen werden im Folgenden analog zu Gleichung (5.12) in wässriger Lösung bei 25°C be-
trachtet. Die Eingangsdaten der Berechnungen sind in Tabelle 5.10 angegeben. 
Tab. 5.10: Molare Standardbildungsenthalpien ∆BHo der Reaktionsteilnehmer zur Aufstellung der 
Bilanzgleichungen 
Substanz Formel Zustand ∆BHo in kJ mol-1 
α, β-D-Glucose C6H12O6 aq -1262,5 
n-Tetradecan C14H30 l   -404,0 
n-Hexadecan C16H34 l   -455,4 
Ammoniak NH3 aq     -80,3 
Kohlendioxid CO2 aq   -413,8 
Sauerstoff O2 aq     -11,7 
Stickstoff N2 aq     -10,4 
Wasser H2O l   -285,8 
Quelle HSC Chemistry 4.0 
Die für Paracoccus pantotrophus beim Wachstum auf Glucose experimentell ermittelte 
Enthalpieänderung beträgt ∆H(Experiment) = (-1190 ± 70) kJ mol-1. 
Unter Annahme des gleichen Ertragskoeffizienten (YX/S ≈ 0,46 g Biomasse / g C-Quelle) für 
Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf Glucose lautet die Summenreaktion: 
C6H12O6 + 2,464O2 + 0,748NH3  3,4CH1,72O0,45N0,22 + 2,6CO2 + 4,198H2O            (5.13) 
       ∆RH = -1213 kJ mol-1  
Experimentell wurde für Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf Glucose eine Enthal-
pie von ∆H(Experiment) = (-1306 ± 10) kJ mol-1 ermittelt. 
Für den mikrobiellen Glucoseumsatz beider Bakterienspezies zeigt sich eine sehr gute Über-
einstimmung von experimentellem und theoretischem Wert. Die aufgestellten Summenreak-
tionen erscheinen daher zur Beschreibung der betrachteten Wachstumsprozesse geeignet. 
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5.13.2 Bilanzierung des Alkanumsatzes durch Rhodococcus opacus 1CP 
Auf der Basis dieser Ergebnisse erfolgte die Bilanzierung des Wachstumsprozesses von Rho-
dococcus opacus 1CP auf Alkanen. Als Modellsubstrat wurde n-Tetradecan eingesetzt. 
Zur Berechung des Umsatzes in Biomasse wird die elementare Zusammensetzung der auf 
Alkan gewachsenen Biomasse sowie deren Verbrennungs- und Bildungsenthalpie benötigt. 
Die Bestimmung der Biomassezusammensetzung erfolgte durch Elementaranalyse zahlreicher 
Zelltrockenmasseproben aus Kultivierungen von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Tetradecan 
(Tab. 5.11). 
Tab. 5.11: Elementare Zusammensetzung alkangewachsener Biomasse von Rhodococcus opacus 1CP 
Organismus Anteil C in % Anteil H in % Anteil O in %* Anteil N in % 
R. opacus 56,4 ± 0,6 8,8 ± 0,09 27,5 ± 0,8 7,3 ± 0,1 
Masseanteile der einzelnen Spezies in %; * Anteil O berechnet zu 100% 
Ausgehend von der Biomassezusammensetzung erfolgte die Berechnung von Verbrennungs- 
und Bildungsenthalpie analog den Berechnungen für die auf Glucose gewachsenen Zellkul-
turen (Tab. 5.12). 
Tab. 5.12: Elementare Zusammensetzung, Molmasse, molare Standardverbrennungsenthalpie und 
molare Standardbildungsenthalpie alkangewachsener Biomasse von Rhodococcus opacus 1CP 
Organismus Elementare 
Zusammensetzung 
M (g mol-1) ∆CHoBio (kJ C-mol-1) ∆BHoBio (kJ C-mol-1) 
R. opacus CH1,85O0,37N0,11 21,34 -588,0 -69,9 
 
Im Vergleich der Biomassezusammensetzungen von Rhodococcus opacus 1CP bei Kultivie-
rung auf Glucose (CH1,72O0,45N0,22), mit der Zusammensetzung der auf n-Tetradecan kulti-
vierten Proben (CH1,85O0,37N0,11), zeigt sich ein deutlicher Unterschied hinsichtlich des Stick-
stoffanteils. Während die Änderungen im Wasserstoff- und Sauerstoffanteil noch im Rahmen 
der Fehlergrenzen diskutiert werden können, hat sich der Stickstoffanteil der auf n-Tetradecan 
kultivierten Biomasse im Vergleich zur auf Glucose kultivierten Biomasse halbiert. Da die 
Biomassezusammensetzung auf den Kohlenstoffanteil bezogen wurde, lässt sich die beobach-
tete Änderung als Vergrößerung des Kohlenstoff- und Wasserstoffanteils gegenüber dem 
Stickstoffanteil interpretieren. Dies deutet auf eine verstärkte Alkaneinlagerung in die Bakte-
rienzellen bzw. auf Intermediate des Alkanabbaus (Fettsäuren) oder Speicherstoffeinlagerung 
(Lipide) hin. Auch bei Extraktion der Biomasse, mit unterschiedlichen Extraktionsmitteln 
(n-Hexan, Tween 80 in wässriger Lösung) und anschließendem Abtrennen der Extraktions-
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mittel, wurde keine signifikante Veränderung der Biomassezusammensetzung verzeichnet. 
Durch Extraktion können also keine weiteren Bestandteile von der Biomasse entfernt werden. 
Diese Ergebnisse weisen auf fest in die Biomasse eingebaute Kohlenwasserstoffketten bzw. 
im Inneren der Bakterienzellen eingelagertes Alkan hin, wie in der Literatur für verschiedene 
Bakterienspezies beschrieben /49, 163/. In diesem Zusammenhang wird die Ausbildung eines 
stärker hydrophoben Mycolsäureprofiles der Bakterienzellwand beim Wachstum von Myco-
bakterien und Rhodococcen auf wasserunlöslichen Kohlenstoffquellen diskutiert /60, 61/ 
(vergleiche Punkt 2.3.3 Mycolsäuren und Glycolipide im Zellwandaufbau der Mycolata). Da 
beim Wachstum von Rhodococcus opacus 1CP auf Alkanen eine Änderung der elementaren 
Zusammensetzung registriert wurde, ergibt sich die weiterführende Fragestellung, ob diese 
ebenfalls auf eine Hydrophobisierung der Bakterienzellwand oder auf die Einlagerung von 
Fettsäuren bzw. Lipiden als Speicherstoffe zurückgeführt werden kann. 
Die Ergebnisse der Elementaranalyse zeigen bei Kultivierung auf Alkanen eine Zunahme des 
Kohlenstoff- und Wasserstoffanteils an (CH1,85O0,37N0,11). Bei Kultivierung auf Glucose weist 
die Biomasse dagegen einen deutlich geringeren Kohlenstoff- und Wasserstoffanteil auf 
(CH1,72O0,45N0,22). Die für Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf Glucose ermittelte 
Zusammensetzung zeigt gute Übereinstimmung mit der Biomasse zahlreicher anderer Bakte-
rienspezies, welche nicht dem Taxon Mycolata zugeordnet sind (vergleiche Tabelle 5.9). Bei 
der Bilanzierung des Wachstumsprozesses ist diesem Einfluss des Wachstumssubstrates auf 
die Biomassezusammensetzung daher Rechnung zu tragen. 
Zur Berücksichtigung des anabolen Teilprozesses bei der Bilanzierung wird der Biomasse-
Ertragskoeffizient des mikrobiellen Alkanumsatzes benötigt. Der Ertragskoeffizient wurde 
durch Zelltrockenmassebestimmung ermittelt (siehe Tab. 5.5): 
  YX/S = (0,98 ± 0,06) g Biomasse / g n-Tetradecan 
Dies entspricht einer Stoffmenge von 9,1 mol Biomasse (CH1,85O0,37N0,11) pro mol 
n-Tetradecan (C14H30). 
Unter Berücksichtigung von Biomasseproduktion und Umsatz der Kohlenstoffquelle zu CO2 
und H2O ergibt sich folgende Reaktionsgleichung: 
C14H30 + 10,62535 O2 + 1,001 NH3  9,1 CH1,85O0,37N0,11 + 4,9 CO2 + 8,084 H2O         (5.14) 
      ∆RH = -4366 kJ mol-1   
Verglichen mit der experimentell für den mikrobiellen Tetradecanumsatz ermittelten Enthal-
pie von ∆H = (-3766 ± 16) kJ mol-1 ist dieser Wert jedoch zu groß. Die Abweichung weist auf 
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die Bildung eines zusätzlichen energiereichen Produktes hin, welches auch nach dem voll-
ständigen Umsatz des Alkans nicht oder nur sehr langsam abgebaut wird. Das beim Wachs-
tum von Rhodococcus opacus 1CP auf Alkanen gebildete Biotensid, welches bisher nicht in 
der Bilanzierung berücksichtigt wurde, entspricht dieser Charakteristik. Die Strukturformel 
des Biotensids Trehalosedinocardiomycolat ist in Abbildung 5.32 dargestellt. 
 Zuckerrest: 
 
 Fettsäurerest: 
 
Abb. 5.32: Strukturformel des Trehalosedinocardiomycolates von Rhodococcus opacus 1CP nach 
Niescher et al. /2/. Die Mycolsäurekomponenten weisen einen Kohlenstoffanteil von C-48 bis C-54 
auf (n + x + y + z = 37 bis 43). 
 
Struktur und Zusammensetzung des von Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf Alka-
nen gebildeten Biotensids wurden von Niescher et al. bestimmt /2/. Die elementare Zusam-
mensetzung wird angegeben als C114H214O15 mit einer Molmasse von 1825 g mol-1. Um das 
Biotensid im Rahmen der Bilanzierung berücksichtigen zu können, wird die Bildungsenthal-
pie des Stoffes benötigt. Die dafür erforderliche experimentelle Bestimmung der Verbren-
nungsenthalpie war aufgrund der geringen Biotensidausbeuten in Rahmen dieser Arbeit nicht 
möglich. Alternativ erfolgte die Berechnung der Verbrennungsenthalpie nach der Thornton 
Regel auf der Basis des Reduktionsgrades des Trehaloseesters wie unter Punkt 5.13 beschrie-
ben. Die auf der Basis des Reduktionsgrades des Biotensids errechnete Verbrennungsenthal-
pie sowie die sich damit ergebende Bildungsenthalpie sind in Tabelle 5.13 angegeben. Analog 
zur Biomassezusammensetzung wurde auch die Biotensidzusammensetzung auf Kohlenstoff 
bezogen. Für das gebildete Biotensid ergibt sich die C-normierte Summenformel CH1,88O0,13 
mit einer Molmasse von M = 15,99 g C-mol-1. 
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Tab. 5.13: Elementare Zusammensetzung, Standardverbrennungsenthalpie und Standardbildungs-
enthalpie des beim Wachstum von Rhodococcus opacus auf Alkanen gebildeten Trehaloseesters 
Bezeichnung Elementare Zusammensetzung ∆CHoTHL-2 (kJ C-mol-1) ∆BHoTHL-2 (kJ C-mol-1) 
Trehaloseester CH1,88O0,13 -646,6 -15,6 
 
Zur rechnerischen Berücksichtigung der Biotensidbildung wird die Bilanzgleichung um das 
extrazelluläre Produkt der Zusammensetzung CzCHzHOzO erweitert. Die Gleichung erhält da-
mit die Form: 
CkCHkH + a O2 + b NH3  c CyCHyHOyONyN + d CO2 + e H2O + f CzCHzHOzO            (5.15) 
 
Es ergeben sich folgende Elementarbilanzen: 
C- Bilanz: kC  = c*yC + d + f*zC               (5.16) 
H- Bilanz: kH + 3*b = c*yH + 2*e + f*zH               (5.17) 
O- Bilanz: 2*a  = c*yO + 2*d + e + f*zO              (5.18) 
N- Bilanz: b  = c*yN                 (5.19) 
Zur Bestimmung der Stöchiometriekoeffizienten a bis f stehen 4 Gleichungen zur Verfügung. 
Weiterhin wird der Koeffizient c über den Biomasse-Ertragskoeffizienten 
YX/S = 0,98 g Biomasse / g n-Tetradecan zugänglich, welcher experimentell durch Zell-
trockenmassebestimmung ermittelt wurde. Bei Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP 
auf n-Tetradecan beträgt c = 9,1. Der Koeffizient f ergibt sich aus dem Biotensid-
Ertragskoeffizienten YP/S = 0,079 g Biotensid / g n-Tetradecan und beträgt f = 0,98. Damit ist 
das Gleichungssystem vollständig bestimmt und erlaubt die rechnerische Ermittlung der 
verbleibenden Stöchiometriekoeffizienten. Die aus der kalorimetrischen Messung des Wachs-
tumsprozesses bestimmte Enthalpieänderung wird als Vergleichswert für die Reak-
tionsenthalpie der aufzustellenden Reaktionsgleichung angesetzt. 
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Zur Berechnung der Stöchiometriekoeffizienten ergeben sich folgende Formeln: 
c = 9,1; (entsprechend Ertragskoeffizient YX/S beim Wachstum auf n-Tetradecan)          (5.20) 
f = 0,98; (entsprechend Ertragskoeffizient YP/S beim Wachstum auf n-Tetradecan)         (5.21) 
a = 0.5*(yO*c + 2*d + e + zO*f);                  (5.22) 
b = c*yN;                     (5.23) 
d = kC - c*yC - f*zC;                    (5.24) 
e = 0.5*(kH + 3*b - yH*c - zH*f);                  (5.25) 
Die molaren Standardbildungsenthalpien der beteiligten Stoffe sind in Tabelle 5.10 (siehe 
S. 94) angegeben. 
 
Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Tetradecan 
Unter Vorgabe der Stöchiometriekoeffizienten für Biomasse c = 9,1 und Biotensid f = 0,98 
ergibt sich folgende Reaktionsgleichung: 
C14H30 + 9,2486 O2 + 1,001 NH3  9,1 CH1,85O0,37N0,11 + 3,92 CO2 + 7,1628 H2O + 
0,98 CH1,88O0,13                    (5.26) 
Die Reaktionsenthalpie für den mikrobiellen Umsatz von n-Tetradecan beträgt: 
  ∆RH = -3729 kJ mol-1   
Dieser Wert stimmt sehr gut mit der experimentell ermittelten Enthalpie des Tetradecanum-
satzes von ∆H = (-3766 ± 16) kJ mol-1 überein und bestätigt somit die Bilanzierung entspre-
chend Reaktionsgleichung (5.26). 
Verglichen mit Glucose stellt n-Tetradecan ein deutlich energiereicheres und stärker reduzier-
tes Substrat dar. Dies zeigt sich in der größeren Enthalpie des Tetradecanumsatzes 
[∆H = (-3766 ± 16) kJ mol-1 entspricht –269 kJ C- mol-1] gegenüber dem Glucoseumsatz 
[∆H = (-1306 ± 10) kJ mol-1 entspricht –218 kJ C- mol-1]. Wie aus obiger Gleichung ersicht-
lich, liegt der Sauerstoffbedarf beim mikrobiellen Alkanumsatz deutlich über dem Sauerstoff-
bedarf des Glucoseumsatzes. Für den Umsatz von 1 mol n-Tetradecan werden 9,2 mol Sauer-
stoff benötigt, während für den Glucoseumsatz lediglich 2,5 mol Sauerstoff erforderlich sind. 
Ausgehend von dieser Bilanzierung ist ein starker Einfluss der Sauerstoffversorgung auf die 
Kultivierung zu erwarten. Dies korreliert wiederum mit den Ergebnissen der Untersuchung 
des mikrobiellen Alkanumsatzes unter Sauerstofflimitierung in Punkt 5.10. Durch die Reak-
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tionsgleichung werden alle experimentellen Befunde zum mikrobiellen Alkanumsatz richtig 
wiedergegeben. Die aufgestellte Reaktionsgleichung (5.26) erweist sich damit als geeignetes 
Modell zur Beschreibung des mikrobiellen Tetradecanumsatzes. 
 
Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf n-Hexadecan 
Analog zur Reaktionsgleichung des mikrobiellen Tetradecanumsatzes wurde die Gleichung 
des Hexadecanumsatzes aufgestellt. Der experimentell ermittelte Biomasse-Ertragskoeffizient 
von Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf n-Hexadecan (siehe Tab. 5.5) beträgt: 
  YX/S = (0,97 ± 0,05) g Biomasse / g n-Hexadecan  
Mit 1 mol n-Hexadecan können 10,3 mol Biomasse gebildet werden (Stöchiometriekoeffi-
zient c = 10,3). Vergleichbare Werte sind in der Literatur beschrieben /147/ (P. M. Doran: 
10,6 mol Biomasse pro mol Hexadecan). 
Der im Rahmen der Biotensidquantifizierung beim Wachstum von Rhodococcus opacus 1CP 
auf n-Hexadecan bestimmte Biotensid-Ertragskoeffizient beträgt: 
  YP/S = 0,04 g Biotensid / g n-Hexadecan 
Dementsprechend beträgt der Stöchiometriekoeffizient des Biotensids f = 0,57. 
Unter Berücksichtigung der experimentell ermittelten Ertragskoeffizienten ergibt sich folgen-
de Reaktionsgleichung: 
C16H34 + 11,39065 O2 + 1,133 NH3  10,3 CH1,85O0,37N0,11 + 5,13 CO2 + 8,6362 H2O + 
0,57 CH1,88O0,13                    (5.27) 
Die Reaktionsenthalpie für den mikrobiellen Umsatz von n-Hexadecan beträgt: 
  ∆RH = -4641 kJ mol-1   
Die experimentell ermittelte Enthalpie des mikrobiellen Hexadecanumsatzes beträgt: 
  ∆H = (-4690 ± 80) kJ mol-1. 
Zwischen experimentellen und bilanzierten Daten zeigt sich auch hier eine sehr gute Überein-
stimmung. 
Die Ergebnisse der Bilanzierung konnten somit erfolgreich im Experiment verifiziert werden. 
Die aufgestellten Reaktionsgleichungen erlauben damit Voraussagen über die Biotensidaus-
beute bei der Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf Alkanen. Sind Biomasse-
Ertragskoeffizient und Enthalpie des Alkanumsatzes bekannt, lässt sich die Biotensidausbeu-
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te, welche sonst nur durch aufwendige Biotensidquantifizierung unter Extraktion der Kultur-
brühen zugänglich ist, rechnerisch ermitteln. Dazu wird im Folgenden eine Berechnungs-
grundlage für den Stöchiometriekoeffizienten des Biotensids angegeben. 
Der Stöchiometriekoeffizient f des Biotensids errechnet sich nach Gleichung (5.28): 
f = (∆Hexp. - c*∆BHBio - kC*∆BHCO2 + c*yC*∆BHCO2 - kH/2*∆BHH2O - 3/2*c*yN*∆BHH2O + 
c*yH/2*∆BHH2O + ∆BHC-Quelle + c*yN*∆BHNH3 + c*yO/2*∆BHO2 + kC*∆BHO2 - c*yC*∆BHO2 
+ kH/4*∆BHO2 + 3/4*c*yN*∆BHO2 - c*yH/4*∆BHO2) / (∆BHTHL-2 - zC*∆BHCO2 - 
zH/2*∆BHH2O + zC*∆BHO2 + zH/4*∆BHO2 - zO/2*∆BHO2).               (5.28) 
Im Fall der Kultivierung auf n-Tetradecan unter Vorgabe des Stöchiometriekoeffizienten 
c = 9,1 und der experimentell ermittelten Enthalpie des Alkanumsatzes von 
∆Hexp. = (-3766 ± 16) kJ mol-1 ergibt sich für f = (0,92 ± 0,02). Unter Berücksichtigung des 
Fehlers der Enthalpie des Alkanumsatzes eignet sich Gleichung (5.28) zur Abschätzung des 
Biotensid-Stöchiometriekoeffizienten. 
Die bei der Bilanzierung des Wachstumsprozesses auf Alkanen ermittelten Enthalpien weisen 
eine gute Übereinstimmung mit den experimentell bestimmten Daten auf. Die aufgestellten 
Reaktionsgleichungen (5.26) und (5.27) erlauben, wie durch die Berechnung des Biotensid-
Stöchiometriekoeffizienten gezeigt, Voraussagen über den Ertrag der durchgeführten Kulti-
vierung. 
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6 Zusammenfassung 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das Wachstumsverhalten des Bodenbakteriums 
Rhodococcus opacus 1CP bei Kultivierung auf wasserlöslichen und wasserunlöslichen Koh-
lenstoffquellen untersucht. Die Ergebnisse der kalorimetrischen Messungen illustrieren dabei 
die hervorragende Eignung kalorimetrischer Methoden zur Untersuchung des mikrobiellen 
Wachstums. Insbesondere bei Kultivierungen auf wasserunlöslichen Kohlenstoffquellen, wel-
che infolge von Inhomogenitäten keine Untersuchung des Wachstumsverhaltens mit klassi-
schen mikrobiologischen Methoden gestatten, ermöglicht die Kalorimetrie eine zeitnahe, kon-
tinuierliche und nicht-invasive Aufzeichnung des Wachstumsprozesses. 
Für die im Kalorimeter durchgeführten Kultivierungen wurde, sowohl auf wasserlöslichen 
(Glucose) als auch auf wasserunlöslichen Substraten (n-Tetradecan, n-Hexadecan), eine sehr 
gute Reproduzierbarkeit erreicht. Die den Wachstumsprozess begleitende Enthalpieänderung 
erwies sich dabei als geeignetes quantitatives Maß für die Reproduzierbarkeit der Kultivie-
rung. 
Zur Diskussion der kalorimetrischen Messdaten erfolgte deren Auftragung in Form der 
Leistungs-Zeit-Kurve sowie der Enthalpie-Zeit-Kurve. Während aus der Leistungs-Zeit-
Kurve die mikrobielle Aktivität der Zellkultur ersichtlich wird, gibt die Enthalpie-Zeit-Kurve 
den Wachstumsprozess analog einer klassischen Wachstumskurve wieder. Beide Darstellun-
gen liefern wertvolle Informationen zur Interpretation des Wachstumsverhaltens. 
Durch kinetische Auswertung der Enthalpie-Zeit-Kurven, entsprechend den gängigen popula-
tionsdynamischen Modellen, wurden Rückschlüsse auf die Mechanismen der Substratauf-
nahme möglich. Die im Rahmen der kinetischen Auswertung bestimmten spezifischen 
Wachstumsraten stehen in guter Übereinstimmung mit der Literatur. Beim Wachstum von 
Rhodococcus opacus 1CP auf Alkanen konnte mit kalorimetrischen Methoden eine, im Ver-
gleich zum Wachstumsverhalten auf leicht zugänglichen Substraten, deutliche Änderung der 
Wachstumskinetik nachgewiesen werden. Dieses Verhalten lässt sich auf die Ausbildung von 
Zellaggregaten zurückführen. 
Zusätzlich zu den kalorimetrischen Messungen erfolgte die gaschromatographische Untersu-
chung von Kulturansätzen auf nicht umgesetztes Alkan. Die durchgeführte Analytik bestätigte 
den vollständigen Umsatz des als Kohlenstoffquelle eingesetzten Alkans nach Rückkehr der 
kalorimetrischen Messkurve auf das Basislinienniveau. Die während der Kultivierung ausge-
tauschte Wärme erweist sich dementsprechend als zuverlässiges Maß für den Substratumsatz. 
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Die im Thermal Acitvity Monitor durchgeführten Messungen illustrieren deutlich die Fähig-
keit von Rhodococcus opacus 1CP zum Einschluss der Kohlenstoffquelle im Rahmen der 
Aggregatbildung. Das Aggregationsverhalten der Zellkultur wirkt sich dabei insbesondere auf 
den zeitlichen Verlauf des mikrobiellen Alkanumsatzes aus. Der durch den integralen Effekt 
repräsentierte Substratumsatz wird dagegen kaum beeinträchtigt. 
Die Entwicklung der Zellaggregate bei Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP auf Alka-
nen wurde durch Bestimmung der Partikelgrößenverteilung mittels Laserbeugung verfolgt. 
Die Ergebnisse der Partikelgrößenbestimmung stehen dabei in guter Übereinstimmung mit 
dem kalorimetrisch aufgezeichneten Wachstumsverhalten. 
Das Wachstumsverhalten von Rhodococcus opacus 1CP auf Alkanen wurde sowohl unter 
Sauerstoff- als auch unter Stickstofflimitierung mit kalorimetrischen Methoden untersucht. 
Die Ergebnisse der Messungen bestätigen den erwarteten hohen Sauerstoffbedarf der Zellkul-
tur beim Alkanabbau. Um Beeinträchtigungen der mikrobiellen Aktivität infolge Sauerstoff-
mangel zu vermeiden, ist eine Versorgung der Zellkultur durch zusätzliche Einleitung von 
gasförmigem Sauerstoff zwingend erforderlich. 
Durch Kultivierung von Rhodococcus opacus 1CP unter Stickstofflimitierung konnte das 
Wachstum der Zellkultur unterdrückt werden. Die Zellkultur war unter diesen Bedingungen 
nur begrenzt zur Fortsetzung des Substratumsatzes befähigt. Eine signifikante Biotensidbil-
dung durch 1CP konnte unter Stickstofflimitierung nicht nachgewiesen werden. Bei ausrei-
chender Nährstoffversorgung der Zellkultur wurde dagegen Biotensidbildung beobachtet. 
Durch Quantifizierung der Biotensidausbeute in kalorimetrisch durchgeführten Kultivierun-
gen von Rhodococcus opacus 1CP auf Alkanen konnten Aussagen über den Verlauf der Bio-
tensidbildung getroffen werden. Die Kultivierung wurde an definierten Punkten der kalori-
metrischen Messung abgebrochen. Als geeignetes Abbruchkriterium erwies sich dabei die 
während der Kultivierung ausgetauschte Wärme. Die Biotensidbildung erfolgt lediglich zu 
Beginn der Substratnutzung und erreicht mit dem Maximum der Leistungs-Zeit-Kurve, wel-
ches die maximale Anzahl aktiver Zellen kennzeichnet, einen Sättigungswert. Dementspre-
chend konnte für Rhodococcus opacus 1CP beim Wachstum auf Alkanen eine wachstumsas-
soziierte Biotensidbildung nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Untersuchung kenn-
zeichnen das Erreichen des Leistungsmaximums nach einem Umsatz von 30% - 40% des vor-
gelegten Alkans als günstigen Erntezeitpunkt für maximale Biotensidausbeuten. 
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Die für den Wachstumsprozess von Rhodococcus opacus 1CP auf den Alkanen n-Tetradecan 
und n-Hexadecan charakteristische Enthalpieänderung wurde durch kalorimetrische Messung 
ermittelt und unter Variation der Stoffmenge der Kohlenstoffquelle mehrfach bestätigt. 
Zur Bilanzierung des Wachstumsprozesses wurde die elementare Zusammensetzung der 
Biomasse von Rhodococcus opacus 1CP durch elementaranalytische Untersuchung bestimmt. 
Die Untersuchung ergab, dass die Zusammensetzung der Biomasse in Abhängigkeit der ange-
botenen Kohlenstoffquelle variiert. Während die Biomassezusammensetzung von 1CP bei 
Kultivierung auf Glucose weitestgehend mit der Biomassezusammensetzung zahlreicher an-
derer Bakterienspezies übereinstimmt, ist bei Kultivierung auf Alkanen ein deutlich stärkerer 
Anteil von Kohlenstoff und Wasserstoff in der Biomasse zu beobachten. Als Ursache dieses 
Befundes kann die Einlagerung von Fettsäuren und Lipiden als Speicherstoffe in die Bak-
terienzelle bzw. die Ausbildung eines stärker hydrophoben Mycolsäureprofiles der Bakterien-
zellwand diskutiert werden. Bei der Bilanzierung des Wachstumsprozesses ist die elementare 
Zusammensetzung der Biomasse, in Abhängigkeit von der eingesetzten Kohlenstoffquelle, zu 
beachten. 
Unter Berücksichtigung von Biomasse- und Biotensidbildung wurden für die betrachteten 
Wachstumsprozesse Summenreaktionen formuliert. Im Vergleich von berechneten und expe-
rimentellen Daten erwiesen sich die aufgestellten Reaktionsgleichungen als gut zur Beschrei-
bung des mikrobiellen Alkanumsatzes geeignet. Das von Rhodococcus opacus 1CP gebildete 
Biotensid ist dabei als extrazelluläres Produkt in den Reaktionsgleichungen zu berücksichti-
gen. Eine Nutzung des gebildeten Biotensides als Kohlenstoffquelle durch Rhodococcus opa-
cus 1CP wurde im Untersuchungszeitraum nicht beobachtet. 
Auf Basis der für den Wachstumsprozess aufgestellten Reaktionsgleichung sind Aussagen 
über die Biotensidausbeute möglich. Dazu wurde im Rahmen der Bilanzierung des Wachs-
tumsprozesses eine Gleichung zur Ermittlung des Biotensid-Stöchiometriekoeffizienten unter 
Berücksichtigung der experimentell ermittelten Enthalpie des Alkanumsatzes aufgestellt. 
Im Rahmen der durchgeführten Arbeiten erfolgte die Optimierung der kalorimetrischen Mess-
technik für die Untersuchung mikrobieller Systeme. Weiterhin wurden geeignete Probenvor-
bereitungsverfahren sowie die experimentellen Vorgehensweisen zur Gewährleistung der er-
forderlichen Reproduzierbarkeit der Kultivierungen etabliert. Die optimierte Messtechnik 
sowie geeignete Präparationsmethoden stehen damit für die Bearbeitung weiterer biologischer 
Aufgabenstellungen zur Verfügung. 
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7 Ausblick 
Die für die Kultivierung von Mikroorganismen etablierte kalorimetrische Messtechnik erlaubt 
die Untersuchung zahlreicher weiterer Mikroorganismenspezies beim Wachstum auf wasser-
löslichen und wasserunlöslichen Kohlenstoffquellen. Damit bietet sich die Möglichkeit der 
Untersuchung vielfältiger artverwandter Fragestellungen zum mikrobiellen Substratumsatz 
z. B. zum mikrobiellen Abbau von n-Dodecan oder kürzerkettigen Alkanen, für welche eine 
zunehmende toxische Wirkung auf mikrobielle Systeme zu erwarten ist. 
Im Ergebnis der hier durchgeführten Untersuchungen ergab sich eine Reihe weiterführender 
Fragestellungen, welche im Weiteren betrachtet werden können. Diese Fragestellungen sollen 
hier kurz zusammengefasst werden. 
Bei der Untersuchung des mikrobiellen Alkanumsatzes unter Stickstofflimitierung wurde die 
mikrobielle Aktivität relativ lange aufrechterhalten und es ergaben sich Enthalpien in der 
Größenordnung des vollständigen Substratumsatzes ohne Stickstofflimitierung. Als Ursache 
dafür ist die Einlagerung von Speicherstoffen in die Bakterienzellen zu erwarten. Daher wäre 
die Untersuchung von Art und Quantität der Speicherstoffbildung durch Rhodococcus opacus 
1CP bei Kultivierung unter Stickstofflimitierung sowie unter ausreichender Stickstoffversor-
gung sinnvoll. Dies würde eine Bilanzierung des Substratumsatzes unter Berücksichtigung 
des Speicherstoffaufbaus erlauben. 
Da die Biotensidbildung durch Rhodococcus opacus 1CP wachstumsassoziiert verläuft und 
unter Stickstofflimitierung nicht beobachtet werden konnte, ist es interessant die Kultivierung 
unter Stickstofflimitierung mit einem Stamm zu wiederholen, welcher nachweislich zur Bio-
tensidbildung unter diesen Bedingungen befähigt ist (beispielsweise Rhodococcus erythropo-
lis unter Bildung von Trehalosetetraester). Können signifikante Unterschiede in den Leis-
tungskurven dieser Spezies ausgemacht werden, so bieten kalorimetrische Methoden die 
Möglichkeit des Screenings nach den zur Überproduktion von Biotensiden befähigten Mikro-
organismen. Die Überproduktion von Biotensid führt in diesem Zusammenhang zu einer ver-
änderten Reaktionsgleichung (Verteilung zwischen den Produkten Biomasse, Biotensid, CO2) 
und demzufolge zu einer Änderung hinsichtlich der während des Substratumsatzes ausge-
tauschten Wärme. Ein Unterschied zwischen den Bakterienspezies bezüglich der Überproduk-
tion von Biotensid unter wachstumslimitierenden Bedingungen sollte demnach auch quantita-
tiv erfassbar sein. 
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Die elementare Zusammensetzung der Biomasse von Rhodococcus opacus 1CP beim Wachs-
tum auf Glucose unterscheidet sich von der Biomassezusammensetzung beim Wachstum auf 
Alkanen. In der Literatur wird für das Wachstum auf hydrophoben Substraten eine Verände-
rung im Mycolsäureprofil der Zellwand von Mycobakterien und Rhodococcen diskutiert. In 
weiterführenden Untersuchungen ist daher zu klären, ob diese Änderung der Biomassezu-
sammensetzung auch für Rhodococcus opacus 1CP mit einer Änderung der Zellwand-
hydrophobizität verbunden ist oder überwiegend auf die Einlagerung von Fettsäuren und Li-
piden als Speicherstoffe zurückgeführt werden kann. Dazu wäre eine strukturelle Charakteri-
sierung der Mycolsäuren in der Bakterienzellwand interessant. 
Für die interessante Fragestellung nach der Fähigkeit zur Stickstoff-Fixierung, welche für 
verschiedene Spezies der Gattung Rhodococcus diskutiert wird, bietet sich ebenfalls die Mög-
lichkeit der Untersuchung mit kalorimetrischen Methoden. Zum Nachweis der Stickstoff-
Fixierung sollte die Kultivierung der Mikroorganismen in stickstoff-freiem Kulturmedium 
unter Einleitung von Luft in den Kulturansatz erfolgen. Weiterhin ist die Aufzeichnung des 
Wachstumsverhaltens eines nachweislich zur Stickstoff-Fixierung befähigten Stammes als 
Referenz erforderlich. 
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